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1  Einführung 
1 Einführung 
1.1 Adipositas als weltweiter Risikofaktor für die Gesundheit  
1.1.1 Gesellschaft und Adipositas 
Eine der ältesten bekannten Darstellungen eines Menschen ist 25.000 Jahre alt und 
stammt aus der Altsteinzeit (Balke und Nocito 2013). Es handelt sich um die Venus von 
Willendorf, die mit ihrer rundlichen Figur sowie ausladendem Gesäß und Abdomen 
heute an einen typischen adipösen Patienten erinnert – für die Menschen von damals 
repräsentierte eine füllige Statur jedoch Fruchtbarkeit, Gesundheit und einen hohen 
gesellschaftlichen Status. Im Laufe der Jahrhunderte machte es ein steigender 
Lebensstandard einem Teil der Weltbevölkerung möglich, sich ausreichend und 
teilweise im Übermaß zu ernähren. Das prähistorische Schönheitsideal stellt heute 
weltweit eine Belastung der individuellen Gesundheit und nicht zuletzt auch der 
öffentlichen Gesundheitssysteme mit jährlichen Kosten weit über Milliardenhöhe dar 
(Tremmel et al. 2017), dem vielfältige konservative und zunehmend auch operative 
Therapiemöglichkeiten gegenüberstehen. Zur Einteilung der Fettleibigkeit wird nach 
internationalem Standard der Body Mass Index (BMI) aus Körpergewicht [kg] pro 
Quadrat der Körpergröße in Metern errechnet. Als übergewichtig gilt, wer einen BMI 
über 25 kg/m2 aufweist, krankhaftes Übergewicht, als Adipositas bezeichnet, beginnt 
bei einem BMI von 30 kg/m2. Die Prävalenz von Übergewicht und Adipositas steigt seit 
Jahren auf der ganzen Welt und das immer schneller (Stevens et al. 2012). Laut Daten 
der Weltgesundheitsorganisation WHO waren 2016 39 % der mündigen 
Weltbevölkerung übergewichtig, 13 % adipös (Obesity and overweight 2018) – Zahlen, 
die sich gegenüber einer Erhebung von 1975 nahezu verdreifacht haben. In Deutschland 
liegt der Anteil der Erwachsenen mit Adipositas bei 23 % (Mensink et al. 2013). 
1.1.2 Auswirkungen auf die individuelle Gesundheit 
Die Ursachen, die zu einer krankhaften Zunahme der Körperfettmasse führen, sind 
komplex und reichen von genetischer Disposition über individuelle Verhaltensfaktoren 
und psychische sowie physische Zustände über Umweltfaktoren und kulturelle Identität 
bis hin zum sozioökonomischen Status und dem Zugang bzw. der Verfügbarkeit von 
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Lebensmitteln (Moller und Kaufman 2005). Ähnlich vielfältig sind die Folgen für den 
Körper, die eine dauerhafte Erhöhung der Fettmasse hat. Übergewichtige Personen 
haben ein höheres Mortalitätsrisiko als Personen mit einem normalen BMI, welches 
selbst nach Gewichtsreduktion bestehen bleibt (Yu et al. 2017). So ist lange bekannt, 
dass Adipositas einen Risikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen, Asthma 
bronchiale, Arthritiden, nicht-alkoholische Fettlebererkrankung sowie verschiedene 
Krebsentitäten darstellt und das Entstehen von Krankheiten wie dem obstruktiven 
Schlafapnoesyndrom, Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) begünstigt 
(Kopelman 2000; Mokdad et al. 2003; Moller und Kaufman 2005; De Pergola und 
Silvestris 2013; Obesity and overweight 2018). 
1.1.2.1 Diabetes mellitus 
Beim Diabetes mellitus handelt es sich um eine Erkrankung, bei der die Regulation des 
Blutzuckerspiegels durch das anabole Hormon Insulin nicht mehr adäquat erfolgt. 
Insulin ist ein von den β-Zellen der Bauchspeicheldrüse (griech. Pankreas) gebildetes 
Hormon, das den Glukosespiegel im Blut senkt, indem es insbesondere die Zellen 
glukoseabhängiger Organe wie Muskulatur oder Fettgewebe zur Expression des 
Glukosetransporters 4 (GLUT4) und somit zur Aufnahme von Glukose anregt. Während 
es beim Diabetes mellitus Typ 1 durch eine autoimmune Zerstörung der β-Zellen des 
Pankreas zu einem absoluten Insulinmangel kommt, entwickelt sich beim Diabetes 
mellitus Typ 2 eine Insulinresistenz. Diese ist gekennzeichnet durch eine abnehmende 
Sensitivität der Gewebe für Insulin, als deren Folge Muskel- und Fettzellen weniger 
Glukose aufnehmen. Gleichzeitig wird die hepatische Glukoneogenese weniger 
inhibiert. Eine kurzfristige Überfunktion der β-Zellen kann die daraus resultierenden 
erhöhten Blutzuckerwerte zunächst kompensieren, sind die Nüchternglukosewerte 
jedoch dauerhaft erhöht, spricht man von einem manifesten T2DM. In der Folge kommt 
es zu Schädigungen besonders der großen und kleinen Blutgefäße und Nerven, was sich 
in zahlreichen Folgekrankheiten wie diabetischer Nephropathie, diabetischer Neuro-
pathie, diabetischer Retinopathie und einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre 
Erkrankungen (arterielle Hypertonie, periphere arterielle Verschlusskrankheit, koronare 
Herzkrankheit) niederschlägt (Jameson 2018). Boyle et al. (2010) haben berechnet, dass 
2050 33% der US-Amerikaner an einem T2DM leiden werden, wenn die derzeitige 
Zunahme der Prävalenz nicht gestoppt wird.  
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Adipositas kann zu einer geringgradigen, chronischen, systemischen Entzündung 
führen, die das Entstehen von Insulinresistenz und T2DM entscheidend begünstigt 
(Spranger et al. 2003; Donath und Shoelson 2011). Im Folgenden soll erklärt werden, 
wie genau diese Entzündung entsteht und welchen Einfluss sie auf den Körper nimmt.  
1.2 Mechanismen Adipositas-induzierter Entzündung 
1.2.1 Vorgänge im Fettgewebe bei Adipositas 
Pauschal kann Fettgewebe in braunes und weißes Fettgewebe eingeteilt werden. 
Während Ersteres bei Neugeborenen zu finden ist und der Wärmeerzeugung dient, 
erfüllt Letzteres eine Rolle als Energiespeicher des Körpers, indem es Triglyceride 
einlagert, die bei Bedarf auf- oder abgebaut werden können. Es liegt sowohl subkutan 
als auch viszeral vor, wobei Studien gezeigt haben, dass besonders die 
intraabdominellen, viszeralen Fettpolster für die Entstehung der Adipositas-induzierten 
Entzündung bedeutsam sind (Fox et al. 2007; Koenen et al. 2011). 
Im gesunden Zustand befinden sich die Zellen im viszeralen Fettgewebe (visceral 
adipose tissue, VAT) in einer Homöostase und halten einen antiinflammatorischen 
Zustand aufrecht (Wensveen et al. 2015). Dies wird über ein Wechselspiel von 
Zytokinen wie Interleukin (IL)-4, IL-5 oder IL-10 realisiert, die von den lokalen Zellen 
sezerniert werden, um dem umliegenden Gewebe zu signalisieren, dass 
entzündungsfördernde Signale gehemmt und ein nicht-aktivierter Zustand beibehalten 
werden soll (Zhu et al. 2010; Wensveen et al. 2015). Durch die übermäßige Einlagerung 
von Triglyceriden und den daraus resultierenden metabolischen Veränderungen (u.a. 
Gewebshypoxie, Zelltod der Adipozyten) wird diese Homöostase gestört und die 
lokalen Immunzellen aktiviert (Boutens und Stienstra 2016). Eine dominante 
Immunzellpopulation im Fettgewebe sind Gewebsmakrophagen (adipose tissue 
macrophages, ATM), denen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der 
Entzündung im VAT zukommt (Boutens und Stienstra 2016). Während sie in der 
Homöostase mehrheitlich in einem sogenannten M2-Phänotyp vorliegen und 
entzündungshemmende Zytokine wie IL-10, IL-1-Rezeptorantagonist und Arginase-1 
bilden, ändert sich ihr Zustand nach erfolgter Aktivierung durch einen 
proinflammatorischen Stimulus in Richtung eines M1-Phänotyps (Lumeng et al. 2007). 
In diesem Zustand sezernieren sie vermehrt entzündungsfördernde Zytokine wie 
Tumornekrosefaktor (TNF), IL-1β oder IL-18, potente Aktivatoren des Immunsystems 
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(Lumeng et al. 2007). Außerdem fungieren sie als chemotaktische Substanzen, die 
zusammen mit dem von Adipozyten freigesetzten monocyte chemotactic protein 1 
(MCP-1) zu einer Migration von Monozyten aus dem Blut ins VAT führen, wo sie zu 
Makrophagen differenzieren (Oh et al. 2012; Boutens und Stienstra 2016). So konnte 
gezeigt werden, dass sich die Zahl der Makrophagen im Fettgewebe bei Adipositas um 
das 4- bis 5-fache erhöht, bis sie ca. 40 % aller Zellen im VAT ausmachen, was zu einer 
weiteren Potenzierung der Zytokinexpression führt (Weisberg et al. 2003; Lumeng et al. 
2007; Xu et al. 2013). Über Ausschwemmung der entzündungsfördernden Botenstoffe 
in die Blutbahn kommt es zu einer systemischen Aktivierung des Immunsystems und 
führt letztendlich zu dem Zustand, der als chronische Adipositas-assoziierte Entzündung 
bekannt ist. Der Organismus reagiert mit einer vermehrten Produktion von Akute-
Phase-Proteinen, wie dem C-reaktiven Protein (CRP) (Choi et al. 2013). Die 
zirkulierenden proinflammatorischen Zytokine führen über komplexe Interaktionen zu 
einer Abschwächung des Insulinsignals an insulinsensitiven Zellen (Rui et al. 2002; 
Hotamisligil 2006; Reilly und Saltiel 2017). Beispielsweise verstärkt TNF die 
Expression von Proteinen, welche in die zytokin-vermittelten Signalwege eingreifen 
(suppressor of cytokine signaling, SOCS) und am Insulinrezeptor zu einer Degradierung 
des Insulin-Rezeptor-Substrates-1 (IRS-1) führen, sodass bei Bindung von Insulin an 
den Rezeptor das Signal nicht weitergegeben werden kann (Rui et al. 2002). In 
zahlreichen Experimenten mit transgenen und knock-out-Modellen lässt sich die 
Verbindung zwischen Entzündung und Insulinresistenz (und daraus folgend T2DM) auf 
molekularer Ebene belegen, wie bei Osborn und Olefsky (2012) ausführlich erklärt. 
Studien konnten außerdem nachweisen, dass besonders IL-1β direkten Einfluss auf die 
pankreatischen β-Zellen nimmt und deren Insulinproduktion beeinträchtigen kann 
(Banerjee und Saxena 2012). Adipöse Patienten, die insulinresistent waren, zeigten in 
Studien vermehrt Entzündungszeichen im VAT, verglichen mit insulinsensitiven 
adipösen Patienten (Klöting et al. 2010; Hardy et al. 2011).  
Insgesamt haben die Veröffentlichungen der letzten Jahre belegt, dass der T2DM bei 
Adipositas die Folge einer systemischen Immunreaktion ist, die auf einer 
überschießenden Zytokinproduktion im VAT basiert. Den ATM kommt dabei eine 
Schlüsselrolle zu. Wegen der komplexen und vielschichtigen Interaktionen der Zellen 
des VAT ist die Pathogenese der im Fettgewebe bei Adipositas entstehenden 
Entzündung noch nicht vollends verstanden und es ist anzunehmen, dass ein 
Wechselspiel vieler Faktoren nötig ist, die in Studien weiter erforscht werden müssen. 
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Um ein besseres Verständnis der in dieser Doktorarbeit beschriebenen Experimente zu 
ermöglichen, wurde sich hier der Verständlichkeit halber besonders auf die unmittelbar 
die Makrophagen betreffenden Vorgänge beschränkt. Auch hier ist noch nicht 
abschließend gesichert, welcher Faktor die Entzündungskaskade anstößt und die 
Makrophagen zur Änderung ihres inflammatorischen Phänotyps bringt. 
1.2.2 Aktivierungsmechanismen von ATM 
Makrophagen gehören zum angeborenen Immunsystem und bilden gemeinsam mit den 
Monozyten, aus denen sie sich überwiegend entwickeln, das Mononukleäre 
Phagozytensystem (MPS). Einige der im Blut zirkulierenden Monozyten wandern in 
periphere Gewebe ein, wo sie zu Makrophagen differenzieren, wie zum Beispiel den 
ATM im Fettgewebe. Als Teil des MPS erfüllen sie die Aufgabe einer primären, 
schnellen Immunantwort. Sie exprimieren dafür Rezeptoren (pattern recognition 
receptors, PRR), die spezifisch Krankheitserreger, Pathogene und Moleküle, die ein 
Gefahrensignal für die Zelle darstellen, erkennen und binden können. Bei Bindung an 
einen solchen Rezeptor stehen zwei Reaktionen im Vordergrund: zum einen das 
Unschädlichmachen von Krankheitserregern durch Phagozytose und anschließende 
Hydrolyse. Zum anderen erfüllen die Zellen eine sekretorische Funktion, bei der durch 
Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wie TNF, IL-1β und IL-18 eine 
Immunantwort in den umliegenden Zellen eingeleitet und die Entzündungsreaktion 
verstärkt wird.  
Für die Synthese von IL-1β und IL-18 ist ein Proteinkomplex verantwortlich, der 
Inflammasom genannt wird. Eine große Anzahl an Studien hat in den letzten Jahren die 
Bedeutung des sogenannten NLRP3-Inflammasoms für die Adipositas-induzierte 
Entzündung und dadurch forcierte Insulinresistenz belegt (Koenen et al. 2011; Stienstra 
et al. 2011; Vandanmagsar et al. 2011). 
1.2.3 Rolle des NLRP3-Inflammasoms in der Adipositas-induzierten Entzündung 
Eine Untergruppe der PRR sind die zytosolischen nucleotide-binding oligomerization 
domain (NOD)-artigen Rezeptoren (NLR) von denen der NOD-like receptor family 
pyrin domain containing-3, kurz NLRP3, am besten untersucht ist. Auf einen 
aktivierenden Reiz hin kann er sich zu einer Inflammasom genannten Struktur 
zusammenlagern, einem zytosolischen Proteinkomplex, der zum angeborenen 
Immunsystem gehört und besonders von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten 
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exprimiert wird. Das Inflammasom dient der Produktion von biologisch aktivem IL-1β 
und IL-18. Das aktivierte NLRP3 formt einen Komplex mit apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD (ASC), welches wiederum Caspase-1 bindet. Mit Hilfe 
dieses Enzyms wird die Aktivierung von biologisch inaktivem pro-IL-1β und pro-IL-18 
zu ihren biologisch aktiven Formen katalysiert (Schroder et al. 2010). ASC besitzt die 
Fähigkeit, sich nach der Aktivierung von NLRP3 zu einem zytosolischen 
Proteinkomplex zusammenzulagern, der Speck genannt wird (Masumoto et al. 1999). 
Dieser kann als relativ große Struktur mittels Fluoreszenzfärbung sichtbar gemacht 
werden und als optische Referenz für die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms der 
Zelle dienen, da jede Zelle normalerweise nur einen Speck formt (De Nardo und Latz 
2013). 
Rheinheimer et al. (2017) haben in den letzten Jahren publizierte Studien analysiert, die 
den Zusammenhang zwischen NLRP3-Inflammasom und Adipositas bei Mäusen und 
Menschen untersuchten. So zeigte sich in der Mehrheit der Studien eine Assoziation 
zwischen erhöhter NLRP3-Expression im VAT und Adipositas. Zwei Studien konnten 
einen Zusammenhang zwischen einem Polymorphismus des NLRP3-Inflammasoms und 
einem erhöhten Risiko an T2DM zu erkranken belegen. Mäuse, die defizient für NLRP3 
waren, hatten ein geringeres Risiko trotz fettreicher Diät eine Insulinresistenz oder 
T2DM zu entwickeln (ausführlich beschrieben in Rheinheimer et al. 2017). Bisher gibt 
es jedoch keine Studie, die den Zusammenhang zwischen NLRP3-Polymorphismen und 
Adipositas näher untersucht hat.  
1.2.3.1 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms im VAT 
Da IL-1β und IL-18 potente Aktivatoren des Immunsystems sind, wird ihre Produktion 
in der Zelle streng reguliert. Ein zweistufiger Prozess umfasst zuerst ein „Priming“ der 
Zellen, das zu einer erhöhten Synthese der Bestandteile des NLRP3-Inflammasoms 
sowie pro-IL-1β und pro-IL-18 führt. Die Zellen werden so empfindlicher für weitere 
entzündungsfördernde Signale. Das zweite Signal führt zur Zusammenlagerung des 
Inflammasomenkomplexes und zur Freisetzung der Zytokine (Gong et al. 2010; 
Stienstra et al. 2012). 
Zum Priming führen molekulare Muster, die mit Pathogenen assoziiert sind (pathogen 
associated molecular patterns, PAMP) oder Moleküle, die ein Gefahrensignal für die 
Zelle darstellen, weil sie bevorzugt durch Zelltod freigesetzt werden (danger associated 
molecular patterns, DAMP). Lipopolysaccharid (LPS) aus der Bakterienzellwand ist ein 
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PAMP und wird spezifisch von einer Untergruppe der PRR gebunden, dem Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR4). Es konnte nachgewiesen werden, dass adipöse Patienten erhöhte 
LPS-Werte im Blut aufweisen, also eine Endotoxämie vorliegt, die auf eine 
Barrierestörung der Darmwand zurückgeführt wird (Creely et al. 2007). Freie Fettsäuren 
(free fatty acids, FFA) können an TLR2 oder TLR4 binden und werden als potenzielle 
Primer diskutiert (Shi et al. 2006), weiterhin führt IL-1β über den IL-1β-Rezeptor zum 
Priming der Zellen (Groslambert und Py 2018). 
Verschiedene Signale können in einem zweiten Schritt zu einer Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms führen. Ihnen ist gemeinsam, dass sie Indikatoren für Zellstress 
darstellen. Effekte lokaler Mikrohypoxie (s. 1.2.6.2) und als Reaktion darauf gebildete 
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), sowie DAMP (z.B. doppelsträngige 
Desoxyribonukleinsäure (DNA)) oder Adenosintriphosphat (ATP), die aus nekrotischen 
Adipozyten stammen, werden hier beschrieben (Johnson et al. 2012; Wensveen et al. 
2015), ebenso wie Glukose (Zhou et al. 2010) und Harnsäurekristalle (Martinon et al. 
2006; Stienstra et al. 2012). Weiterhin diskutiert werden auch die kontinuierliche 
Belastung mit FFA, proinflammatorischen Adipokinen (vom Fettgewebe sezernierte 
Hormone) und einige mehr (Boutens und Stienstra 2016). Neben diesen Stimuli wurde 
in den letzten Jahren ein weiterer Aktivierungreiz des NLRP3-Inflammasoms entdeckt: 
extrazelluläre Kalziumionen (exCa2+) (Lee et al. 2012; Rossol et al. 2012).  
1.2.4 Einfluss von Kalzium auf das NLRP3-Inflammasom 
1.2.4.1 Verteilung von Kalzium im menschlichen Organismus 
Kalzium ist mit circa einem Kilogramm Masse der am häufigsten vorkommende 
Mineralstoff in unserem Körper. Zu 99% ist Kalzium in Knochen und Zähnen 
gespeichert, wo es unabdingbar für die Stabilität unseres Skelettsystems ist. Intrazellulär 
liegt Kalzium in sehr geringer und streng reglementierter Konzentration vor, da es 
wichtige Aufgaben in der Erregungsweiterleitung und im Zellstoffwechsel erfüllt. Nur 
ca. 0,1% des Kalziums im menschlichen Körper liegen extrazellulär vor. Davon sind ca. 
50% an Proteine wie Albumin oder in Komplexen mit Citrat oder Laktat gebunden. Die 
andere Hälfte liegt als freies, ionisiertes und damit biologisch aktives Kalzium vor 
(Baird 2011). 
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1.2.4.2 Rezeption von Kalzium durch den Calcium-sensing Rezeptor 
Im Gewebe wird Kalzium mittels des Calcium-sensing Rezeptors (CaSR) von den 
Zellen erkannt. Dieser G-Protein-gekoppelte Rezeptor durchspannt mit sieben 
Transmembranhelices die Zellmembran und aktiviert nach Bindung an freies Kalzium 
komplexe intrazelluläre Signalkaskaden. Er wurde erstmals in Zellen der 
Nebenschilddrüse entdeckt, wo er an der Regulation der Kalziumhomöostase beteiligt 
ist (Brown et al. 1993). Darüber hinaus wurde der CaSR auch in myeloiden Zellen, wie 
den peripheren Monozyten im Blut und humanen, aus Monozyten differenzierten 
Makrophagen (monocyte derived macrophages, MDM), sowie in Adipozyten 
nachgewiesen (Yamaguchi et al. 1998; Cifuentes et al. 2005; Canton et al. 2016). 
Studien haben gezeigt, dass exCa2+ durch Bindung an den CaSR über ein G-Protein-
gekoppeltes Signal eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms von Monozyten und 
Makrophagen bewirken kann (Lee et al. 2012; Rossol et al. 2012). Dem ionisierten 
Kalzium wird dabei eine Rolle als Gefahrensignal für die Zelle zugeschrieben. 
D’Espessailles et al. (2018) konnten diesen Effekt auch für Adipozyten zeigen  und 
haben so der Hypothese eine weitere Grundlage gegeben, dass die Adipositas-induzierte 
Fettgewebsdysfunktion durch kalziuminduzierte Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms bedingt sein könnte (Cifuentes et al. 2010; Cifuentes et al. 2012; Rocha 
et al. 2015; Bravo-Sagua et al. 2016; Villarroel et al. 2016).  
Welcher Mechanismus im Fettgewebe zu einer Erhöhung des extrazellulärem Kalziums 
führt, ist noch nicht abschließend geklärt. Rossol et al. (2012) bewiesen im Zellmodell 
eine durch Nekrose induzierte Erhöhung des freien Kalziums und der IL-1β-
Konzentration. Auch für das Interstitium in entzündetem Gewebe und um entzündlich 
aktivierte Zellen wurden erhöhte Kalziumkonzentrationen gemessen (Hofer et al. 2000; 
Kaslick et al. 2018). Eine andere Studie fand eine erhöhte intrazelluläre Kalzium-
konzentration in den Monozyten übergewichtiger Probanden, verglichen mit 
Normalgewichtigen (Padra et al. 2012). 
Während die M2-Makrophagen im Fettgewebe disseminiert vorliegen, wurde für die 
M1-polarisierten ATM im VAT bei Adipositas eine gezielte Anordnung um nekrotische 
Adipozyten nachgewiesen und als Kronen-ähnliche Strukturen bezeichnet (Lumeng et 
al. 2007). Mit wachsendem Fettdepot kommt es zu einer erhöhten Nekroserate der 
Adipozyten im VAT (Strissel et al. 2007). Ein durch die Nekrose geförderter 
Kalziumaustritt aus den Adipozyten hätte so lokale Wirkung auf die ATM.  
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1.2.5 Nachweis einer kalziuminduzierten Aktivierung von Makrophagen 
Thrum et al. (2019, Mauskript eingereicht) konnten in Experimenten zeigen, dass die 
CaSR-vermittelte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auch bei Makrophagen 
Bestand hat. In einem in-vitro-Modell wurden Makrophagenreifung und -aktivierung 
entsprechend der Prozesse im VAT nachgestellt. 
1.2.5.1 Differenzierung von Makrophagen aus peripheren Blutmonozyten 
Als Zellmodell wurden MDM genutzt, die sich über sieben Tage aus peripher isolierten 
Blutmonozyten differenziert hatten (s. Abbildung 1). Durch Zugabe von 10 % 
hitzeinakti-viertem autologem humanen Serum (aHS) zum Differenzierungsmedium 
konnte eine individuelle, endogene Mikroumgebung geschaffen werden, die eine 
Reifung der Zellen im peripheren Blut des jeweiligen Spenders nachahmen sollte. 
 
Abbildung 1: Lichtmikroskopische Aufnahme von MDM, die sieben Tage in einem 
Medium mit aHS gereift sind. 
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1.2.5.2 Aktivierung von MDM mittels extrazellulärem Kalzium 
Wie vorhergehend erläutert, ist es zur Aktivierung der Makrophagen notwendig, ein 
Priming der Zellen durchzuführen. Thrum et al. (2019, Manuskript eingereicht)  
benutzten dafür LPS in einer Konzentration von 100 EU/ml, was sich vorher in einem 
Konzentrationsfindungsversuch als potente Menge erwies (Abbildung 2). Zur 
Aktivierung der MDM wurde eine Stimulation mit exCa2+ durchgeführt. Auch hier 
ermittelte man das geeignete Konzentrationsintervall im Konzentrationsfindungsversuch 
(Abbildung 3). Durch Zugabe von exCa2+ erfolgte eine konzentrationsabhängige, 
signifikante Erhöhung der IL-1β-Sekretion bei allen Probanden. Es wurde jedoch 
offensichtlich, dass die gebildete Menge an IL-1β trotz gleicher Zellzahl 
interindividuellen Schwankungen unterlag. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass 
keine signifikante Steigerung der Konzentration von IL-6 oder TNF durch die 
Kalziumzugabe stattfand. Ein Verlaufsexperiment, bei dem nach Stimulation von MDM 
mit LPS und exCa2+ über einen Zeitraum von 22 Stunden in regelmäßigen Abständen 
die IL-1β-Konzentration und Laktat-Dehydrogenase (LDH) als Maß für die 
Zytotoxizität bestimmt wurden, konnte beweisen, dass die IL-1β-Konzentration im 
Überstand nach Zugabe von exCa2+ früher ansteigt als LDH und damit nicht durch eine 
Inflammasom-vermittelte programmierte Zelllyse (Pyroptose) zustande kommt 
(Abbildung 4). 
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Abbildung 2: IL-1β-Sekretion von MDM nach Stimulation mit exCa2+ bei verschie-
denen zum Priming genutzten Konzentrationen von LPS (0 – 100 EU/ml). n = 3. 
Adaptiert aus Thrum et al. (2019, Manuskript eingereicht). 
 
Abbildung 3: Sekretion verschiedener Zytokine durch MDM, die mit LPS (100 EU/ml) 
und verschiedenen Konzentrationen von exCa2+ stimuliert wurden. n = 6. Nur für IL-1β 
(Kreis) ist eine deutliche Abhängigkeit der Konzentration von der Kalziumzugabe 
erkennbar mit einem Maximum zwischen 1,125 und 1,25 mM exCa2+-Zugabe. Für TNF 
(Quadrate) und IL-6 (Dreiecke) ist keine kalziumabhängige Veränderung der 
Konzentration messbar. Adaptiert aus Thrum et al. (2019, Manuskript eingereicht). 

























Abbildung 4: Stimulation von MDM mit LPS (100 EU/ml) und exCa2+ (1,2 mM). Über 
einen Zeitraum von 22 Stunden nach der Stimulation wurde die Konzentration von IL-
1β (schwarze Kurve) und LDH als Maß für die Zytotoxizität (graue Kurve) gemessen. 
Die IL-1β-Konzentration zeigt einen deutlich früheren Anstieg, verglichen mit dem 
Maß der durch Lyse zerstörten Zellen. Adaptiert aus Thrum et al. (2019, Manuskript 
eingereicht) 
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1.2.5.3 Nachweis einer kalziuminduzierten Zytokinproduktion im Fettgewebe 
Dass Kalzium auch im Gewebe als potentes Stimulans des NLRP3-Inflammasoms 
agiert, und das in-vitro-Modell somit auf die in-vivo-Situation übertragbar ist, zeigten 
Thrum et al. (2019, Manuskript eingereicht) durch eine Stimulation von 
Fettgewebspräparaten des subkutanen und viszeralen Depots mit LPS und exCa2+ (s. 
Abbildung 5). Die gepaarten Präparate stammten dabei jeweils von adipösen Patienten, 
die sich einer bariatrischen Operation unterzogen. Auch hier wurde sowohl für die 
subkutanen, als auch für die viszeralen Fettgewebsproben durch Stimulation mit LPS 
eine Steigerung der Zytokinproduktion verzeichnet. Während die IL-1β-Sekretion nach 
Zugabe von exCa2+ noch um ein Vielfaches gesteigert wurde, insbesondere im 
viszeralen Fettgewebe, konnte dies für IL-6 und TNF nicht gezeigt werden. 
 
 
Abbildung 5: Stimulation von Fettgewebsproben mit exCa2+ (1,2 mM) und/oder LPS 
(100 EU/ml). Subkutane (weiß) und viszerale (grau) Fettgewebsproben von fünf 
Spendern wurden stimuliert und (A) die IL-1β-, (B) die TNF- und (C) die IL-6-
Konzentration in den verschiedenen Ansätzen gemessen. Nur für IL-1β zeigten sich 
nach Zugabe von exCa2+ signifikant höhere Zytokinkonzentrationen im Vergleich zur 
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alleinigen Stimulation mit LPS. Für alle Zytokine fand sich nach Stimulation je eine 
höhere Konzentration im viszeralen Fettgewebe, ein besonders deutlicher Unterschied 
bestand für die nach Stimulation mit LPS und exCa2+ gemessenen Werte von IL-1β.  
* p < 0,05; ** p < 0,01. Adaptiert aus Thrum et al. (2019, Manuskript eingereicht) 
1.2.6 Bedeutung kostimulatorischer Faktoren im Fettgewebe auf Aktivierung der 
Makrophagen 
Die ATM stellen nur eine Zellpopulation im Milieu des VAT dar, wo eine Vielzahl an 
Zellen in reger Interaktion miteinander steht, auf die äußeren Einflüsse reagiert und 
Botenstoffe sezerniert. Es ist anzunehmen, dass solche im Fettgewebe vorhandenen und 
potenziell proinflammatorischen Mediatoren einen Einfluss auf die Aktivierung der 
ATM nehmen können.  
1.2.6.1 Fettsäuren 
Die Konzentration frei verfügbarer Fettsäuren ist bei Adipositas erhöht (Rogero und 
Calder 2018). Besonders gesättigte Fettsäuren können aufgrund einer strukturellen 
Ähnlichkeit an den TLR4 binden und analog zu LPS eine Signalkaskade auslösen (Shi 
et al. 2006).  
Thrum et al. (2019, Manuskript eingereicht) stimulierten MDM nach einem LPS-
Priming mit exCa2+ und gaben als zusätzliche Stimulatoren entweder die gesättigte 
Fettsäure Palmitat, oder die einfach ungesättigte Fettsäure Palmitoleat dazu. Im 
Vergleich zur Kontrolle konnte jedoch keine Steigerung der kalziuminduzierten 
Aktivität der Makrophagen verzeichnet werden (s. Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Stimulation von MDM mit LPS (100 EU/ml) und verschiedenen 
Konzentrationen von exCa2+ sowie den Fettsäuren Palmitat und Palmitoleat. n = 4. 
Zwischen den Ansätzen konnten keine signifikanten Unterschiede in der 
Zytokinkonzentration ermittelt werden, die Zugabe der Fettsäuren führte nicht zu einer 
erhöhten IL-1β-Sekretion durch die MDM. Adaptiert aus Thrum et al. (2019, 
Manuskript eingereicht) 
1.2.6.2 Hypoxie 
Durch exzessive Aufnahme von Nährstoffen kommt es im Fettgewebe bei Adipositas 
sowohl zu einer Vergrößerung der lipidspeichernden Adipozyten (Hypertrophie), als 
auch zu einer Hyperplasie, also einer Neubildung von Adipozyten (Martinez-Santibañez 
und Nien-Kai Lumeng 2014). Die Fettgewebsexpansion ist direkt mit der Bildung 
versorgender Blutgefäße, der Angiogenese, gekoppelt. Während die Angiogenese 
normalerweise einer Adipogenese vorausgeht, scheint dies bei Adipositas nicht mehr 
der Fall zu sein. Kapillardichte und angiogenes Potenzial nehmen sogar mit steigendem 
BMI ab (Gealekman et al. 2011). Durch die Vergrößerung der Zellzahl und des 
Zellvolumens bei relativer Verringerung der Perfusion kommt es bei Adipositas zu einer 
Mikrogewebshypoxie (Hosogai et al. 2007). O’Rourke et al. (2011) behandelten Fett-
gewebsproben mit Hypoxie und konnten eine Erhöhung der proinflammatorischen 
Zytokinproduktion im VAT adipöser Patienten feststellen. Mikrogewebshypoxie stellt 
damit ein Gefahrensignal für die Zellen dar. Jedoch wurde noch nicht untersucht, ob 
dies auch einen Einfluss auf die Reagibilität von ATM gegenüber Kalzium hat. 
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1.2.6.3 Adipokine  
Adipokine sind Zytokine, die vom Fettgewebe sezerniert werden und sowohl lokal, als 
auch systemisch ihre Wirkung entfalten. Für einige Adipokine wurde eine anti-
inflammatorische Wirkung nachgewiesen, wie zum Beispiel für Adiponektin, das die 
Makrophagen-Polarisation hin zu einem M2-Phänotyp fördert (Ohashi et al. 2010). 
Andere Adipokine wirken proinflammatorisch. Sie zeigten sich in klinischen Studien 
erhöht bei Probanden mit Adipositas und T2DM und korrelierten positiv mit dem BMI 
sowie entzündlichen Markern wie CRP oder Interleukinen (Youn et al. 2009; Jung und 
Choi 2014; Furuhashi et al. 2015; Mariani und Roncucci 2015). 
So gezeigt wurde dies zum Beispiel für Leptin, das 1994 zuerst entdeckte Adipokin, das 
besonders von Adipozyten gebildet wird. Serum-Leptin und seine Boten-
Ribonukleinsäure (mRNA) sind bei Adipositas erhöht, was auf eine Leptin-Resistenz 
zurückgeführt wird (Jung und Choi 2014). TNF, IL-1 und LPS können das zirkulierende 
Leptin erhöhen, wohingegen Leptin selbst die Produktion proinflammatorischer 
Zytokine wie IL-2 und Interferon- fördert (Jung und Choi 2014). Interessanterweise 
fanden Padra et al. (2012) in ihren Versuchen mit peripher isolierten Monozyten 
adipöser Patienten heraus, dass Leptin zu einer Störung des intrazellulären 
Kalziumgleichgewichts in diesen Zellen führte. 
Das fatty acid binding protein 4 (FABP4) wird vor allem von Adipozyten und 
Makrophagen gebildet. Studien haben gezeigt, dass eine Defizienz für FABP4 im 
Tiermodell eine Insulinresistenz verbesserte (Furuhashi et al. 2015).  
Chemerin wird von Adipozyten gebildet und wirkt chemotaktisch auf Makrophagen 
(Mariani und Roncucci 2015). Ferner kann es sie zur Ausschüttung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1β, TNF und IL-12 anregen (Mariani und Roncucci 
2015). 
Zirkulierendes Progranulin korreliert positiv mit Adipositas, BMI, 
Makrophageninfiltration in das VAT und metabolischen Markern wie CRP, glykiertem 
HämoglobinA1c (HbA1c) und Gesamtcholesterol (Youn et al. 2009). 
Obwohl die proinflammatorischen Effekte dieser Zytokine im Zusammenhang mit 
Adipositas bekannt sind, wurde bisher ihr Einfluss auf die Reagibilität von ATM 
gegenüber Kalzium noch nicht untersucht. 
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2 Aufgabenstellung 
Adipositas ist eine weltweit zunehmende Erkrankung, die in den Gesundheitssystemen 
jährlich hohe Kosten und vermeidbare Todesfälle verursacht (Tremmel et al. 2017). 
Ursächlich dafür sind besonders metabolische Folgeerkrankungen wie T2DM (Yu et al. 
2017). Es konnte bewiesen werden, dass eine im VAT beginnende chronische 
Entzündung maßgeblich zur Ätiologie der Insulinresistenz und des T2DM beiträgt 
(Donath und Shoelson 2011). In der Vermittlung dieser Entzündung spielen die lokalen 
Immunzellen des Fettgewebes, die Fettgewebsmakrophagen, eine Schlüsselrolle 
(Boutens und Stienstra 2016). Durch lokale Reize werden sie aktiviert und zur 
Freisetzung potenter proinflammatorischer Zytokine wie IL-1β angeregt, die 
letztendlich eine systemische Aktivierung des Immunsystems bewirken können 
(Rheinheimer et al. 2017). Extrazelluläres Kalzium fungiert als Gefahrensignal und 
kann nach Rezeption am CaSR über Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zu einer 
Aktivierung der Makrophagen mit einer signifikant erhöhten Produktion an IL-1β 
führen (Thrum et al. 2019, Manuskript eingereicht). Folgende Forschungsfragen 
ergeben sich daraus: 
 
1) Führt extrazelluläres Kalzium bei Adipositas zu einer stärkeren Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen im Vergleich zum nichtadipösen 
Zustand? 
 
2) Bedingt das Vorliegen einer Adipositas-assoziierten, chronischen, 
geringgradigen Entzündung die Reaktivität der Makrophagen gegenüber 
extrazellulärem Kalzium? 
 
3) Können proinflammatorische Faktoren (Adipokine, Hypoxie) die Aktivierung 
des NLRP3-Inflammasoms der Makrophagen durch extrazelluläres Kalzium im 
Sinne einer Kostimulation verstärken?  
 
4) Lässt sich die kalziuminduzierte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in 
Makrophagen fluoreszenzmikroskopisch darstellen? 
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Verwendete Materialien 
In diesem Kapitel sind alle für die Experimente verwendeten Chemikalien, Objekte und 
Geräte nach Methode und alphabetisch gelistet aufgeführt. Angegeben ist jeweils die 
Produktionsfirma mit dem für Deutschland zuständigen Vertriebsort. Für die Lösungen, 
die im Rheumatologischen Forschungslabor der Universität Leipzig hergestellt wurden, 
ist die Zusammensetzung angegeben. 
3.1.1 Reagenzien 
AB-Serum freiwillige Blutspender, Rheumatologisches 





ASC (AL-177), polyclonal., rabbit Adipogen Corporation, San Diego, USA 
NLRP3/NALP3 (Cryo2) monoclonal, 
mouse IgG2b 
Adipogen Corporation, San Diego, USA 
• Sekundärantikörper  
AF568, polyclonal, Goat anti-mouse 
IgG 
Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
AF488, polyclonal, Goat-anti-rabbit 
IgG 
Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 
Chemerin, human rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA 
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Destilliertes steriles Wasser (Aqua dest.)  B. Braun AG, Melsungen, Deutschland 
Dulbeccos Phosphat-gepufferte 
Kochsalzlösung (PBS) 




Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
FABP4, human rekombinant Adipogen Corporation, San Diego, USA 
Ficoll Pacque® plus GE Healthcare, Chalfont St. Giles, 
Großbrittanien 
Fötales Kälberserum (FKS) Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
Hoechst 33342 Molecular Probes, Eugene, USA 
Human IL-1β ELISA Set II BD Biotech, Heidelberg, Deutschland 
Human Monocyte Isolation Kit II Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Hypoxie-Gasgemisch (1% O2, 5% CO2, 
94% N2) 
Air Liquide, Leipzig, Deutschland 
Kalziumchlorid (CaCl2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
Leptin, human rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA 
LPS-EB Ultrapure (E. coli 0111:B4) Invivogen, San Diego, USA 
MEM Nicht-essentielle Aminosäuren 
100x 
Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
2-Mercaptoethanol 50mM Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
Natriumhydrogencarbonat >99% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
Natriumpyruvat 100mM Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
Paraformaldehyd (PFA) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,  
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PBS Dulbecco Pulver für 10l  Deutschland 
Progranulin, human rekombinant Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
Prolong Diamond Antifade Mountant  Adipogen Corporation, San Diego, USA 
RPMI 1640 inkl. GlutaMAX®  Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 
TMB Substrate Reagent Set BD Biotech, Heidelberg, Deutschland 
Triton-X 100 Serva, Heidelberg, Deutschland 
Trypanblau-Reagenz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
Türks-Reagenz Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
3.1.2 Lösungen, Puffer 
 
Carbonat-Bindepuffer für 1 l 7,13 g Natriumhydrogencarbonat 
1,59 g Natriumcarbonat  
1 l Aqua dest. 
Fixierpuffer 4% PFA in PBS 
Kalziumchlorid-Lösung 1 M CaCl2 in sterilem Aqua dest. 
Lipopolysaccharid (LPS) -Lösung 1 mg/ml in sterilem Aqua dest. 
Makrophagen-Differenzierungsmedium 250ml RPMI 1640 (inkl. GlutaMAX®) 
218µl 2-Mercaptoethanol 50 mM 
2.9ml  Natriumpyruvat 100 mM 
2.9ml NaHCO3 (sterilfiltriert, 20mg/ml) 
2.9ml Nicht-essenzielle Aminosäuren 100x 
10% autologes Spenderserum 
(hitzeinaktiviert) 
Natriumhydrogencarbonat-Lösung 20mg/ml Natriumhydrogencarbonat in Aqua 
dest. 
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Separationsmedium 5% FKS 
2 mM EDTA in PBS 
Stopplösung (2 N Schwefelsäure) 340 ml Aqua dest. 
20 ml 36 N Schwefelsäure 
Waschpuffer für Fluoreszenzmikroskopie 1% BSA in PBS 
Waschpuffer ELISA für 1 l 900ml Aqua dest. 
100ml PBS 10x 
0,05% bzw. 1% Tween 20 
3.1.3 Verbrauchsgegenstände 
BD Q-Syte Luer Access Split Septum BD Biotech, Heidelberg, Deutschland 
Combi-Stopper B. Braun AG, Melsungen, Deutschland 
Deckglässchen, quadratisch Th. Geyer, Renningen, Deutschland 
Immersionsöl Immersol 518 F Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
MACS Separationssäulen Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach, Deutschland 
Monovetten EDTA 9ml, 4,9ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Monovetten Lithium-Heparin 2,7ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Monovetten Serum 7,5ml, 4,7ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Nunc MaxiSorp Platten 96 Well Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Objektträger Menzel Gläser, Braunschweig, 
Deutschland 
Pasteurpipetten Sarsted, Nümbrecht, Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich  
Pipetten 5ml, 10ml, 25ml Sarsted, Nümbrecht, Deutschland 
Steriles pyrogenfreies Reaktionsgefäß 
0,5ml, 1,5ml 
Sarsted, Nümbrecht, Deutschland 
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Steriles pyrogenfreies Reaktionsgefäß 5ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Spritze Discardit II 25ml, 50ml Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, USA 
Spritzenvorsatzfilter, steril pyrogenfrei Sarsted, Nümbrecht, Deutschland 
Whatman Linsenreinigungstücher GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Großbritannien 
Zellkulturbeutel VueLife 32-C, 72-C CellGenix, Freiburg im Breisgau, 
Deutschland 
Zellkulturplatte 48 Well Techno Plastic Products, Trasadingen, 
Schweiz 
Zellkulturplatte 96 Well Eppendorf, Hamburg, Deutschland 





Medi Cal Health Care GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
Feinwaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Gefrierschrank -20°C Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland 
Gefrierschrank -80°C Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland 
Inkubator ThermoForma Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland  
Kühlschrank Liebherr premium Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland 
Körperfettwaage TBF410MA  Tanita, Amsterdam, Niederlande 
Magnet MACS-Zellseparation Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Mikroskop Axiostar Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Mikroskop Axio Observer Z1 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Mikroskop Olympus IX50 Olympus, Tokyo, Japan 
Pipette Finnpipette Labsystems, Bergisch Gladbach, Deutschland 
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Pipette Rainin lite XLS Mettler-Toledo International Inc., Columbus, USA 
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Deutschland 
Plattenlesegerät Tecan infinite 
M200 
Tecan Group, Männedorf, Schweiz 
Shaker & Mixer Titramax 1000 Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschlannd 
Sterilbank Herasafe KS Thermo Electron Corporation, Waltham, USA 
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA 
Wasserbad Isotemp 215 Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 
Zählkammer nach Neubauer Paul Marienfeld, Lauda Königshofen, Deutschland 
Zentrifuge Eppendorf 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zentrifuge Hettich Rotina 46 RS Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
Zentrifuge Megafuge 1.0 RS Kendro Laboratory Products, Langenselbold, 
Deutschland 
3.1.5 Software 
Cell Sens Entry Olympus, Tokyo, Japan 
Microsoft Office  
Excel, Word 2010 
Microsoft, Redmond, USA  
GIMP 2.10.6 GNU General Public License via www.gimp.org 
GraphPad Prism 5.0 GraphPad Software, La Jolla, USA 
Inkscape 91.1 Software Freedom Conservancy, New York, USA 
SAP SAP SE, Walldorf, Deutschland 
Tecan Magellan V7.2 Tecan Group, Männedorf, Schweiz 
Zen Pro 2.0  Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Zotero Swiss Academic Software, Zürich, Schweiz 
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3.2 Studiendesign und Auswahlkriterien 
Um die theoretischen Annahmen in der Praxis zu prüfen, wurde eine klinische Studie 
durchgeführt. Ziel dieser Studie war es, die inflammatorische Aktivität der 
Makrophagen von adipösen und nichtadipösen Personen nach einer Stimulation mit 
exCa2+ zu vergleichen. Das vorgelegte Studienprotokoll wurde von der zuständigen 
Ethikkommission der medizinischen Fakultät der Universität Leipzig bewilligt (AZ 
044-16-ff). Es wurde ein monozentrisches, prospektives, klinisch-experimentelles 
Studiendesign gewählt und folgende zwei Kohorten untersucht: adipöse Patienten mit 
einem BMI von  30 kg/m2 sowie nichtadipöse Individuen (BMI < 30 kg/m2). Die 
adipöse Patientenkohorte wurde dabei nochmals unterteilt in jene, die Hinweise auf eine 
geringgradige systemische Entzündung entsprechend eines CRP im Serum über 5 mg/dl 
aufwiesen und solche, deren CRP-Spiegel darunter lagen. Alle Studienteilnehmer waren 
volljährig und hatten die Fähigkeit zur informierten Einwilligung in die Studie. 
Ausgeschlossen wurden Personen, die:   
• schwanger waren 
• in den letzten vier Wochen operiert wurden 
• eine endokrinologische Störung mit Beeinträchtigung der Kalziumhomöostase 
aufwiesen 
• eine chronisch-entzündliche Erkrankung aufwiesen 
• in den vier Wochen vor Blutentnahme an einem aktiven bakteriellen oder viralen 
Infekt litten 
• eine Hypoalbuminämie aufwiesen 
• eine Nierenfunktionsstörung mit glomerulärer Filtrationsrate nach CKI-EPI für 
Kreatinin unter 30 ml/min/1,73 m2 aufwiesen 
• eine Leukopenie mit weniger als 3000 Leukozyten/µl aufwiesen 
• regelmäßig eines der folgenden Präparate einnahmen: Immunsuppressiva, 
Diuretika, Kalzium, Vitamin D, Parathormon, Antihypertensiva vom Nifedipin/ 
Diltiazem/Verapamil-Typ (Kalziumantagonisten) oder 
• bei denen ein aktives Tumorleiden vorlag. 
Patienten- und Kontrollkohorte wurden in Bezug auf Geschlecht und Alter aneinander 
angepasst, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten. Weiterhin wurde 
für alle in die Studie aufgenommenen Individuen eine unterschriebene 
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Einverständniserklärung eingeholt, die Speicherung, Verarbeitung und Weitergabe der 
erhobenen anonymisierten Daten erlaubt. 
3.3 Ablauf der Studie 
3.3.1 Rekrutierung der Studienteilnehmer 
Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte von Oktober 2017 bis Mai 2018. Jeder 
Teilnehmer wurde einmalig nach mindestens sechsstündiger Nahrungskarenz 
untersucht, seine Anamnese erhoben sowie Blut abgenommen. 
Für die Rekrutierung der adipösen Kohorte wurden in einer Zusammenarbeit mit dem 
Integrierten Forschungs- und Behandlunszentrum (IFB) AdipositasErkrankungen des 
Universitätsklinikums Leipzig mögliche Studienteilnehmer im Rahmen von 
Ernährungsschulungen angesprochen und interessierte Patienten konnten ihre 
Kontaktdaten angeben. Anschließend wurden Einschluss- und Ausschlusskriterien im 
SAP-Patientenmanagement-System überprüft und für die Studie geeignete Patienten 
kontaktiert. Insgesamt konnten 37 adipöse Probanden für die Studie rekrutiert werden. 
In einem Fall war die Venenpunktion jedoch nicht erfolgreich, in fünf Fällen kam es zu 
methodischen Fehlern während Differenzierung und Stimulation der Makrophagen 
(Benutzung eines abgelaufenen Zellkulturmediums, Stimulation für mehr als 20h), 
sodass diese Teilnehmer ausgeschlossen werden mussten. Daten von 31 adipösen 
Probanden flossen schließlich in die Auswertung ein. 
Um eine geeignete Kontrollgruppe zusammenzustellen, wurden über Aushänge an 
öffentlichen Orten und persönliche Kontakte insgesamt 27 nichtadipöse Spender 
akquiriert. In zwei Fällen war die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen 
nicht erfolgreich und in zwei Fällen zeigte sich eine Erhöhung des CRP über den 
Schwellenwert von 5 mg/dl, sodass diese Probanden von der Studie ausgeschlossen 
wurden. 23 nichtadipöse Individuen fanden Eingang in die Studie. 
3.3.2 Studienprozedere 
Um auszuschließen, dass ein Proband unter einem akuten Infekt oder bisher 
unentdeckten Erkrankungen litt, wurde jeder Studienteilnehmer klinisch-körperlich 
untersucht. Dies beinhaltete die Bestimmung der Vitalparameter, sowie die körperliche 
Untersuchung von Herz, Lunge, Abdomen und Pulsen. Weiterhin wurde eine Anamnese 
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bezüglich jetzigen Gesundheitszustands, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, 
Familienanamnese, Sozialanamnese und Genussmittelkonsum erhoben. Größe, Gewicht 
und Hüft- sowie Taillenumfang jedes Studienteilnehmers wurde erfasst (s. Tabelle 1). 
Probanden der Kontrollgruppe wurden auf einer Körperfettwaage vermessen, für die 
Patientenkohorte wurden die Werte der letzten BIA-Messung (Bioelektrische 
Impedanzanalyse) aus der elektronischen Patientenakte des IFB Adipositas genutzt, 
welche nicht mehr als sechs Monate zurückliegen durfte. Danach fand eine 
periphervenöse Blutentnahme statt, bei der 50 bis 100 ml Blut entnommen wurden 
(Serum-, EDTA- und Lithium-Heparin-Monovetten). 
Serum, Lithium-Heparin-Plasma und EDTA-Plasma wurde zur Untersuchung ins 
Zentrallabor des Uniklinikums Leipzig geschickt. Das restliche Blut wurde wie unter 
3.4.1 beschrieben weiterverwendet.  
Tabelle 1: Probandencharakteristika. Angegeben ist jeweils das arithmetische Mittel ± 
Standardabweichung (SD) bzw. der Absolutwert (prozentualer Anteil). 
    Adipositaskohorte 
Kontrollkohorte  
    CRP > 5 mg/l    CRP < 5 mg/l  
N, (Geschlecht, m/w) 20 (3/17) 11 (0/11) 23 (3/20) 
Alter [Jahre] 42,3 ± 15,9 44,4 ± 14,9 40,2 ± 14,4 
BMI [kg/m2] 44,7 ± 6,4 40,7 ± 5,0 22,7 ± 3,0 
Taille-Hüft-Verhältnis 0,9 ± 0,1 0,9 ± 0,1 0,8 ± 0,1 
CRP [mg/l] 12,5 ± 5,5 2,8 ± 1,3 1,1 ± 0,5 
Insulinresistenz (%) 4 (20,0) 1 (9,1) 0 (0,0) 
T2DM (%) 5 (25,0) 3 (27,3) 0 (0,0) 
  Medikamente 1,8 ± 1,4 2,5 ± 2,7 0,6 ± 0,6 
 
3.3.2.1 Unregelmäßigkeit bei der Messung des ionisierten Kalziums 
Wie in der Einleitung beschrieben, stellt extrazelluläres Kalzium einen essenziellen 
Parameter in dieser Studie dar. Entsprechend wichtig war die präzise Messung des 
ionisierten Kalziums im Blut. Jedoch lagen die gemessenen Werte des ionisierten 
Kalziums durchgehend in beiden Kohorten unterhalb des Referenzbereichs, weshalb die 
Verlässlichkeit und Vergleichbarkeit dieser Methode von uns angezweifelt wurde. 
Daher wurde die Messung aus dem Serum verlassen und ionisiertes Kalzium im Plasma 
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aus einer separat abgenommenen Lithium-Heparin-Monovette bestimmt. Dadurch ist zu 
begründen, dass belastbare Werte für ionisiertes Kalzium nur für 21 von 31 adipösen 
und 15 von 23 nichtadipösen Probanden vorliegen.  
3.4 Methoden 
3.4.1 Zellen und Kulturbedingungen 
3.4.1.1 Isolierung von Monozyten aus dem peripheren Blut 
Zur Gewinnung der Monozyten wurde den Studienteilnehmern nach einer 
Nahrungskarenz von sechs Stunden periphervenöses Blut entnommen und innerhalb 
von zwei Stunden mit der Zellisolation begonnen. Die Arbeiten fanden unter einer 
Sterilbank und mit sterilen Materialien statt. Genutzt wurde das Verfahren der 
Dichtegradientenzentrifugation, bei der sich die Blutbestandteile in einem viskösen 
Medium (Ficoll-Pacque©) aufgrund der Fliehkraft anhand ihrer Größe und Schwere in 
spezifischen Banden anordnen. Eine so isolierte Schicht aus mononukleären Zellen 
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) wurde mittels des humanen Monocyte 
Isolation Kit II von Miltenyi separiert, bei dem über eine Negativselektion durch 
magnetische Antikörpermarkierung alle Zellen, die nicht Monozyten sind, aus einer 
PBMC-Suspension herausgefiltert werden. 
Blut aus EDTA-Monovetten wurde gleichmäßig in Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und 
diese 10 min bei Raumtemperatur (RT) und 900 g zentrifugiert, um zelluläre von 
flüssigen bzw. löslichen Blutbestandteilen zu trennen. Anschließend wurde das so 
abgeschiedene Blutplasma vorsichtig abgenommen, ein Teil bei -80 °C zur späteren 
Verwendung gelagert, und der Rest verworfen. Die im Röhrchen befindliche Zellsus-
pension wurde mit PBS/EDTA1mM verdünnt und in mit 9 ml Ficoll befüllte Zentrifugen-
röhrchen aufgeschichtet. Bei RT erfolgte nun bei 700 g und einer Laufzeit von 25 min 
die Dichtegradientenzentrifugation, wobei die Zentrifuge frei ausrotieren konnte, um ein 
Vermischen der Phasen während des Bremsens zu verhindern (s. Abbildung 7). 
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Abbildung 7: Isolierung von PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-
Pacque. 
Die PBMC-haltige intermediäre Schicht wurde danach mit einer Pasteurpipette 
abgenommen und in ein neues Röhrchen überführt. Nach Auffüllen des Röhrchens auf 
50 ml mit eiskaltem PBS/EDTA1mM wurden die Zellen zweimal zentrifugiert, zuerst bei 
500 g dann bei 400 g für je 10 Minuten und 4 °C, wobei nach jedem Zentrifugations-
schritt der Überstand verworfen und die Zellen mit je 50 ml 4 °C kaltem PBS/EDTA1mM 
resuspendiert wurden. Es erfolgte eine Zählung der so aufgereinigten PBMC mittels 
Neubauer-Zählkammer und anschließend eine erneute Zentrifugation bei 400 g /10 min/ 
4 °C. Der Überstand wurde verworfen. Danach wurden nach Herstellerangaben MACS 
FcR-Blocking-Reagenz und MACS Antikörpermix auf das Zellpellet gegeben und die 
Lösung mit Separationsmedium resuspendiert. Der Antikörpermix dient der Markierung 
von nicht-monozytären Zellen durch Bindung an spezifische Oberflächenrezeptoren 
(Cluster of differentiation (CD) 3, CD 7, CD 16, CD 19, CD 56, CD 123, Glycophorin 
A). So werden beispielsweise natürliche Killerzellen, T-/B-Zellen, dendritische Zellen, 
Lymphozyten und basophile Granulozyten mit Antikörpern versehen. Der 
Antikörpermix enthält indes keine spezifischen Antikörper gegen Monozyten, diese 
bleiben damit unmarkiert. Um falsch-positive Markierungen von Monozyten durch 
eventuelle unspezifische Bindungen der Antikörper an den Fc-Rezeptoren von 
Monozyten zu vermeiden, werden diese Bindungsstellen mit polyklonalen 
Immunglobulin G-(IgG)-Molekülen aus dem FcR-Blocking-Reagenz besetzt. Nach 
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zehnminütiger lichtgeschützter Inkubation bei 4 °C wurde den Zellen erneut nach 
Herstellerangaben Separationsmedium sowie MACS MicroBeads zugesetzt und 15 min 
bei 4°C lichtgeschützt inkubiert. Bei den MicroBeads handelt es sich um Anti-Biotin-
Antikörper, die mit paramagnetischen Partikeln („Beads“) konjugiert sind. Da alle 
Antikörper des Antikörpermixes Biotin enthalten, werden somit alle Antikörper-
markierten Zellen auch mit den Anti-Biotin-Antikörpern gekoppelt und magnetisch 
markiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit eiskaltem Separationsmedium bei 400 g 
bei 4 °C für 10 min gewaschen und anschließend der Überstand verworfen. 
Währenddessen wurde die Separationssäule in die Magnethalterung eingespannt und 
mit 3 ml Separationsmedium gewaschen. Die Waschlösung wurde verworfen und ein 
neues Röhrchen unter die Säule gestellt. Maximal 10x106 PBMC wurden mit je 1 ml 
eiskaltem Separationsmedium resuspendiert und auf je eine Säule gegeben. Das Tube, 
in dem sich das Zellpellet befand, wurde mit 3 ml eiskaltem Separationsmedium gespült 
und dieses ebenfalls auf die Separationssäule gegeben. Im magnetischen Feld, welches 
die Säule umschloss, wurden alle Antikörper-markierten Zellen zurückgehalten und nur 
die nicht mit Antikörpern markierten Monozyten konnten die Säule passieren. Nach 
Durchlauf der Zellsuspension wurde durch Zugabe von 6 ml Separationsmedium die 
Säule selbst gespült und die Monozytenzahl in der entstandenen Negativfraktion in der 
Neubauer-Zählkammer nach Färbung mit Trypanblau ermittelt. 
3.4.1.2 Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen mit autologem Serum 
Jedem Studienteilnehmer wurde Blut in eine Serum-Monovette entnommen und diese 
zwei Stunden bei RT inkubiert, um ein vollständiges Gerinnen der festen Bestandteile 
zu gewährleisten. Anschließend wurde die Monovette bei 3000 g und RT 10 min zentri-
fugiert und das überstehende Serum 20 min in einem 56 °C warmen Wasserbad hitze-
inaktiviert. Abschließend erfolgte eine nochmalige Zentrifugation (3000 g, RT, 10 min) 
um ggf. noch enthaltene, nicht-lösliche Bestandteile abzutrennen.  
Das Basismedium für die Makrophagenkultur wurde wöchentlich steril hergestellt und 
maximal sieben Tage benutzt. Es setzte sich zusammen aus 250 ml RPMI 1640 (inkl. 
GlutaMAX®), 218 µl 2-Mercaptoethanol 50 mM, 2,9 ml Natriumpyruvat 100 mM, 2,9 
ml NaHCO3 (sterilfiltriert, 20 mg/ml) und 2,9 ml nicht-essenziellen Aminosäuren 100x. 
Erst unmittelbar vor dem Ansetzen der Monozytenkultur wurde das aufbereitete 
autologe Spenderserum 10 % in dem Makrophagenkulturmedium verdünnt. Je 5 bis 13 
x106 Monozyten wurden in einem festen Verhältnis (0,4 x106/ml) in diesem 
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Kulturmedium resuspendiert. Anschließend wurde die Zellsuspension in einen 32C 
VueLife-Zellkulturbeutel überführt. Nach siebentägiger Inkubation bei 37 °C und 5% 
CO2 (Standardbedingungen) wurde lichtmikroskopisch überprüft, ob die Differen-
zierung der Monozyten zu Makrophagen erfolgreich war. Durch Lagerung der 
Zellkulturbeutel über ein bis zwei Stunden in Eis und anschließendes Beklopfen von 
beiden Seiten wurden die adhärenten Zellen abgelöst. Der Beutelinhalt wurde in ein 
steriles Zentrifugenröhrchen überführt, anschließend der Zellkulturbeutel mit 4 °C 
kaltem PBS/EDTA1mM gespült und diese Flüssigkeit ebenfalls in das 
Zentrifugenröhrchen gegeben. Bei 400 g und 4 °C wurden die Makrophagen 10 min 
zentrifugiert und nach Verwerfen des Überstandes und erneuter Resuspension zweimal 
in der Neubauer-Zählkammer mit Türks-Reagenz gezählt. Anschließend wurden die 
Zellen wie im nächsten Abschnitt beschrieben stimuliert. 
3.4.2 Stimulation von Makrophagen mit LPS und extrazellulärem Kalzium 
Die benötigte Zahl an Makrophagen wurde in Medium aus RPMI inkl. GlutaMAX® + 
FKS10% (abgk.: RPMI/FKS10%) aufgenommen und zur Stimulation auf einer sterilen 
96well-Platte ausgesät. Dabei wurden je 80 x103 MDM in 150 µl Medium pro Well 
eingesetzt. Nach 20-minütiger Inkubation bei Standardbedingungen wurde LPS (End-
konzentration: 100 EU/ml) und Kalziumchlorid (CaCl2, Endkonzentration 0 – 2,5 mM) 
zugegeben. Alle Stimulationsbedingungen wurden als Doppelansatz angelegt. Nach 
einer Inkubationszeit von 20 h unter Standardbedingungen wurde der Erfolg der Stimu-
lation lichtmikroskopisch begutachtet und die abgenommenen Überstände bei -80 °C 
gelagert. 
3.4.3 Einfluss kostimulatorischer Faktoren auf die Kalzium-Reagibilität 
3.4.3.1 Einfluss von Hypoxie 
Um den Einfluss des kostimulatorischen Faktors Hypoxie auf die Aktivierung von 
Makrophagen zu untersuchen, wurden MDM desselben Spenders gleichzeitig unter 
normoxischen und hypoxischen Bedingungen stimuliert und anschließend die im 
Überstand vorhandene Menge an IL-1β verglichen. Dazu wurde gesunden, normal-
gewichtigen Spendern venöses Blut entnommen, Monozyten wie in Punkt 3.4.1 
beschrieben separiert und zu Makrophagen differenziert. Nach sieben Tagen wurden die 
MDM geerntet und auf zwei 96well-Platten identisch ausgesät und stimuliert (LPS 100 
31  Materialien und Methoden 
EU/ml, CaCl2 0 – 1,2 mM). Beide Zellkulturplatten wurden bei 37 °C für 20 h inkubiert, 
eine in normoxischer Umgebung bei Standardbedingungen, während die andere Platte 
in einem Hypoxiebeutel gelagert wurde, der mit einem Sauerstoff-depletierten 
Gasgemisch (1% O2, 5% CO2, 94% N2) gefüllt war. Nach Ablauf der Inkubation 
wurden die Überstände beider Zellkulturplatten abgenommen und bei -80 °C gelagert. 
3.4.3.2 Einfluss von Adipokinen 
Der Einfluss ausgewählter Adipokine als kostimulatorische Faktoren mit Wirkung auf 
Makrophagen wurde auf zwei verschiedene Arten überprüft: zum einen während der 
Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen, zum anderen während der 
Stimulation der MDM mit LPS und exCa2+. In beiden Fällen wurde gesunden, 
normalgewichtigen Spendern venöses Blut abgenommen und hieraus Monozyten 
separiert (s. Punkt 3.4.1.1).   
Zur Untersuchung des Einflusses von Adipokinen auf die Differenzierung von 
Monozyten zu Makrophagen wurden pro Spender vier Monozytenkulturen mit der 
gleichen Zellzahl angesetzt, wobei den Zellkulturbeuteln entweder Leptin (100 ng/ml), 
Tris-HCl (20 mM, 1:1000, Rekonstitutionsmedium von Leptin), Chemerin (100 ng/ml) 
oder PBS/BSA0,1% (1:100, Rekonstitutionsmedium von Chemerin) zugesetzt wurde. 
Nach sieben Tagen Inkubation unter Standardbedingungen wurden die MDM geerntet 
(s.P. 3.4.1.2) und wie in Punkt 3.4.2 beschrieben für 20 h mit LPS (100 EU/ml) und 
exCa2+ (0 – 1,2 mM) stimuliert. Die Überstände wurden bei -80 °C gelagert.  
Folgende Adipokine wurden ausgewählt um ihren Einfluss auf die Stimulation von 
Makrophagen zu untersuchen: Leptin 100 ng/ml, Chemerin 100 ng/ml, Progranulin 100 
ng/ml, FABP4 30 ng/ml. Als Kontrollen wurden die jeweiligen Rekonstitutionsmedien 
(20 mM Tris-HCl ph8.0 1:1000 und PBS/BSA0,1% 1:100) genutzt. Die MDM von vier 
normalgewichtigen gesunden Spendern wurden wie in Punkt 3.4.1 beschrieben 
gewonnen und je auf Zellkulturplatten ausgesät. Es wurden pro Platte zwei verschiedene 
Adipokine und das korrespondierende Rekonstitutionsmedium untersucht. Nach Aus-
saat von 80 x103 Zellen/100 µl Medium pro Well wurden die Zellkulturplatten 60 min 
unter Standardbedingungen inkubiert. Dann wurden jedem Well entsprechend 
Adipokinlösung oder Kontrollmedium zugefügt und die Platten wiederum für 24 h unter 
Standardbedingungen inkubiert. Danach erfolgte die Stimulation mit LPS (100 EU/ml) 
und 0,6 bis 1,2 mM exCa2+ und eine erneute Inkubation der Zellen unter Standardbe-
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dingungen für 20 h. Anschließend wurden die Überstände abgenommen und bei -80 °C 
gelagert. 
3.4.4 Messung der Interleukin-1β-Produktion von Makrophagen mittels Enzyme-
linked Immunosorbent Assay 
Um die Menge an enthaltenem IL-1β in den Überständen zu quantifizieren, wurde ein 
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgeführt, ein antikörperbasiertes 
Nachweisverfahren für Proteine. In dem hier verwendeten Sandwich-ELISA geht ein 
am Boden des Reaktionsgefäßes befindlicher Fängerantikörper (Capture Antibody) nach 
Zugabe der Probe eine spezifische Antigen-Antikörper-Bindung mit dem Zielprotein 
IL-1β ein. Durch mehrere Waschschritte werden unspezifisch gebundene Antigene 
entfernt, um falsch-positive Reaktionen zu vermeiden. Anschließend wird ein zweiter 
gegen IL-1β gerichteter Antikörper dazu gegeben, der mit dem Enzym Streptavidin-
Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist. Während der Antikörperanteil spezifisch an das 
Zielprotein bindet, setzt das Enzym in einer Oxidationsreaktion ein dazugegebenes 
Substrat (3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin, TMB) um. Hierbei kommt es zu einem 
sichtbaren Farbumschlag, der direkt mit der Menge des gebundenen IL-1β korreliert. 
Durch Zugabe von Schwefelsäure wird die Reaktion gestoppt und mittels 
photometrischer Messung der Extinktion die Proteinmenge ermittelt. 
Der ELISA wurde mit dem Human IL-1β ELISA Set II (RUO) von BD OptEIA 
entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Eine unsterile 96well-
Flachbodenplatte wurde mit je 100 µl/well Capture-Antikörper 1:250 verdünnt in 
Bindungspuffer beschichtet und über Nacht bei 4 °C gelagert. Am nächsten Tag wurde 
die Platte ausgeschlagen und dreimal mit Waschpuffer 1 (PBS/Tween0,05%) gewaschen. 
Alle in diesem Abschnitt beschriebenen Waschschritte erfolgten mit 170 µl 
Waschpuffer/well. Danach wurde die Platte mit PBS/FKS10% 125 µl/well für 60 min auf 
dem Schüttler bei RT inkubiert um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. 
Währenddessen wurde der Standard nach Herstellerangaben in Medium (RPMI/FKS10%) 
verdünnt, sodass eine Standardkonzentrationsreihe von 0 bis 250 pg/ml entstand. Auch 
die zu messenden Proben wurden in Medium verdünnt (Proben ohne exCa2+-Zugabe 
1:3, Proben denen exCa2+ zugegeben wurde 1:50). Die Platte wurde ausgeschlagen, 
wiederum mit Waschpuffer 1 einmal gewaschen und danach je 100 µl Standard und 
vorverdünnte Proben in Duplikaten in die entsprechenden Wells pipettiert. Es erfolgte 
eine Inkubation auf dem Schüttler für 120min bei Raumtemperatur. Anschließend 
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wurde die Platte ausgeschlagen, fünfmal mit Waschpuffer 1 gewaschen und 100 µl/well 
Detektionskonjugat hinzugefügt: Detektionsantikörper 1:1000 und Enzym (Strepta-
vidin-Meerrettich-Peroxidase) 1:250 verdünnt in PBS/FKS10%. Nach einer einstündigen 
Inkubation auf dem Schüttler bei RT wurde die Platte ausgeschlagen, siebenmal mit 
Waschpuffer 2 (PBS/Tween0,1%) gewaschen und pro Well 100 µl TMB-Substratlösung 
(Lösung A und B im Verhältnis 1:1) dazu gegeben. Es erfolgte eine lichtgeschützte 
Inkubation bei RT für 10-20 min bis die Standard-Wells deutlich gefärbt waren. 
Anschließend wurden pro Well 50 µl Stopplösung pipettiert und die Extinktionen 
umgehend mittels Photometrie bei 450 nm am Plattenlesegerät Tecan infinite M200 
gemessen. Durch die bekannten Konzentrationen der Standardkonzentrationsreihe 
konnten die IL-1β-Konzentrationen der Proben ermittelt werden. 
3.4.5 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Aktivierung von Makrophagen 
Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie, bei der 
fluoreszierende Moleküle als Lichtquelle dienen. Bei Bestrahlung mit Licht einer für 
den Fluoreszenzfarbstoff spezifischen Wellenlänge emittiert dieser selbst Licht, welches 
vom Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann. Um intrazelluläre Strukturen sicht-
bar zu machen, werden Fluoreszenzfarbstoffe mit Antikörpern gekoppelt, die spezifisch 
an bestimmte Zielstrukturen binden. Zur visuellen Darstellung der Aktivierung von 
Makrophagen nach Stimulation mit extrazellulärem Kalzium wurden in MDM folgende 
intrazelluläre Zielstrukturen fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht: 
• Zellkern: Hoechst 33342 ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der direkt an die im 
Zellkern befindliche DNA bindet 
• NLRP3-Inflammasom: Primärantikörper gegen NLRP3 aus einem Mauswirt 
wird von einem mit Fluoreszenzfarbstoff versehenen Sekundärantikörper gegen 
Mausantikörper (anti-mouse) markiert 
• ASC: Primärantikörper gegen ASC aus einem Hasenwirt wird von einem mit 
Fluoreszenzfarbstoff versehenen Sekundärantikörper gegen Hasenantikörper 
(anti-rabbit) markiert 
Zuerst wurde in jedes benötigte Well einer 24well-Platte ein sterilisiertes Glasplättchen 
gelegt und je 0,1 – 0,2 x106 MDM in 250 µl RPMI/FKS10% darauf ausgesät. Die Zellen 
wurden für 20 min bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert und danach mit LPS (100 EU/ml) 
und exCa2+ (1,2 mM) stimuliert. Anschließend wurden die Makrophagen für 3, 5, 8 oder 
19 Stunden bei Standardbedingungen inkubiert. Zum Fixieren der Zellen wurde 
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PBS/PFA8% verwendet und anschließend das Well zweimal mit PBS gewaschen. Es 
erfolgte eine Permeabilisierung der Makrophagen mit 250 µl PBS/Triton-X0,1% für 10 
min bei RT und ein erneutes Waschen mit PBS. Eine Blockierung unspezifischer 
Bindungen mit 250 µl PBS, in dem humanes AB-Serum (hAB-Serum) 50% verdünnt 
war, schloss sich für mindestens eine Stunde bei RT an. Nach erneutem Waschen mit 
PBS wurde der in PBS/hAB-Serum50% verdünnte Primärantikörper hinzugegeben: 
NLRP3/NALP3 Cryo2 monoklonal, mouse IgG2b (Adipogen) 1:250 und ASC AL-177 
polyklonal, rabbit (Adipogen) 1:1000. Nach einstündiger Inkubation (Schüttler, RT) 
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und daraufhin der in PBS/hAB-
Serum50% verdünnte Sekundärantikörper hinzugegeben: Anti-rabbit AF488 (polycl. 
Goat-anti-rabbit IgG, life technologies) 1:2000 und Anti-mouse AF568 (polycl. Goat 
anti-mouse IgG, life technologies) 1:500. In alle Wells wurde anschließend direkt 
Hoechst 33342 (1:150, keine Vorverdünnung) zugegeben und die Platten erneut eine 
Stunde auf dem Schüttler bei RT lichtgeschützt inkubiert. Die Zellen wurden dann 
dreimal mit PBS gewaschen, jedes Glasplättchen in Aqua dest. kurz gespült und 
anschließend mit 6 µl Mounting Media auf einem Objektträger fixiert. Nach 12 h 
lichtgeschützter Trocknungszeit bei RT wurden die Objektträger bei 4 °C lichtgeschützt 
gelagert. Die Aufnahme der fluoreszenzmikroskopischen Bilder erfolgte mit dem 
Mikroskop Axio Observer Z1 (Zeiss) und dem dazugehörigen Programm Zen Pro 
(Zeiss) in 63-facher Vergrößerung unter Verwendung von Immersionsöl. Während der 
Aufnahmen wurden dieselben Belichtungszeiten über die verschiedenen Präparate 
















Tabelle 2: Angabe der benutzten Fluoreszenzfarbstoffe und der benötigten Emissions- 
und Detektionswellenlänge. 
















Tabelle 2). Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit GIMP 2.10 und Inkscape (Version 
















Tabelle 2: Angabe der benutzten Fluoreszenzfarbstoffe und der benötigten Emissions- 
und Detektionswellenlänge. 
Struktur Farbstoff Wellenlänge [nm] 
Anregung                 Detektion 
Belichtungszeit 
[ms] 
DNA Hoechst 33342 350 461 350 
ASC Alexa Fluor 488 490 525 1100 
NLRP3 Alexa Fluor 568 578 603 1600 
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3.5 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad PRISM 
5 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Zunächst erfolgte die Überprüfung der 
Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Normalitätstest, D’Agostino-und-
Pearson-omnibus-Normalitätstest und dem Shapiro-Wilk-Normalitätstest. Normalver-
teilte Datensätze wurden mit Hilfe des zweiseitigen Student’s-t-Tests verglichen. 
Stammten die erhobenen Daten aus Experimenten, in denen dieselbe unabhängige 
Variable bei derselben Versuchsperson unter verschiedenen Bedingungen gemessen 
wurde (s. Punkt 3.4.3.1 und 3.4.3.2), wurde ein gepaarter t-Test angewandt, in allen 
anderen Fällen ein ungepaarter t-Test. Wiesen die Datensätze keine Gauß-Verteilung 
auf, wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt. Ein p-Wert geringer gleich 0,05 wurde 
jeweils als signifikant angesehen, ein p-Wert geringer gleich 0,01 als hochsignifikant. 
Um das Maß der Effektstärke zu bestimmen, wurde bei kleiner Stichprobengröße 
Hedge’s g nach folgender Formel ausgerechnet:  
 
Werte von |d| ≥ 0,8 wurden als großer Effekt gewertet. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Ergebnisse der klinischen Studie 
Die durchgeführte Studie hatte das Ziel die kalziuminduzierte Zytokinsekretion nach 
Stimulation mit exCa2+ von Makrophagen bei Adipositas und im nichtadipösen Zustand 
zu messen und zu vergleichen. Dafür wurden zwei Kohorten rekrutiert: 31 adipöse 
Probanden mit einem BMI > 30 kg/m2 und 23 nichtadipöse Kontrollpersonen mit einem 
BMI < 30 kg/m2. 20 der adipösen Studienteilnehmer zeigten eine Adipositas-induzierte 
systemische Entzündungsreaktion, die durch einen CRP-Wert von > 5 mg/l definiert 
wurde bei Ausschluss anderer Ursachen für einen CRP-Anstieg. Bei elf adipösen 
Probanden und allen Kontrollprobanden lag der CRP-Wert unter 5 mg/l. Weiterhin 
wurden klinische Parameter der Kalziumhomöostase und im Differentialblutbild die 
Zusammensetzung der Leukozyten untersucht. Weitere laborchemische Parameter sind 
im Anhang (Tabelle 5) aufgeführt. 
4.1.1 Vergleich kalziuminduzierter IL-1β-Sekretion von MDM adipöser 
Probanden mit der Kontrollkohorte 
Den Studienteilnehmern wurde venöses Blut peripher entnommen und Monozyten 
daraus separiert, die anschließend über sieben Tage zu Makrophagen differenziert 
wurden. Durch Kultivierung der Monozyten in Medium mit aHS10% konnte ein indi-
viduelles in-vitro-Zellmodell erstellt werden. Die Zellen wurden mit LPS (100 EU/ml) 
und exCa2+ (0 – 2,5 mM) stimuliert und IL-1β als Parameter für eine erfolgte 
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms für jede Kondition bestimmt (s. Abbildung 8). 
Es zeigte sich eine deutliche Mehrausschüttung von IL-1β durch die Makrophagen, 
wenn dem Stimulationsansatz extrazelluläres Kalzium zugegeben wurde. Die Sekretion 
von IL-1β war sowohl in der Adipositas-, als auch in der Kontrollkohorte im Schnitt bei 
Zugabe von 1,0 mM exCa2+ am höchsten und steigerte sich in der adipösen Kohorte 
somit durchschnittlich um 3,6 ng/ml, verglichen mit der alleinigen Stimulation mit LPS. 
In der Kohorte der nichtadipösen Probanden fand eine durchschnittliche Steigerung der 
IL-1β-Ausschüttung um 2,6 ng/ml statt. Bei Kalziumzugaben größer gleich 1,2 mM 
kam es zu einem Absinken der IL-1β-Produktion. Ein deutlicher Unterschied zwischen 
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den Gruppen zeigte sich in der Menge des sezernierten IL-1β, die in der Kohorte der 
Adipösen über alle Konzentrationsstufen hinweg höher lag als in der nichtadipösen 
Kohorte. Am deutlichsten wurde diese Differenz bei einer Zugabe von 0,8 mM exCa2+. 
Hier lag Hedge’s g als Maß für die Effektstärke bei 0,975. 
 
Abbildung 8: IL-1β-Sekretion von MDM adipöser und nichtadipöser Probanden nach 
Stimulation mit exCa2+ und LPS. Monozyten von adipösen (n = 31, grau) und 
nichtadipösen Probanden (n = 23, weiß) wurden sieben Tage in Medium mit aHS10% 
kultiviert und anschließend mit Kalzium und LPS (100 EU/ml) für 20 h stimuliert. Die 
IL-1β-Konzentration für jede Kondition wurde ermittelt und mittels ungepaartem 
Student’s-t-Test verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,0001). In der Adipositas-
kohorte zeigte sich eine erhöhte IL-1β-Sekretion im Vergleich zur Kontrollkohorte. 
unstim. = unstimuliert. 
Bei der differenzierten Betrachtung der beiden Adipositasuntergruppen zeigte sich im 
Vergleich zur Kontrollkohorte eine IL-1β-Mehrausschüttung sowohl für die 
Adipositasgruppe mit, als auch ohne erhöhte CRP-Spiegel im Blut (s. Abbildung 9). 
Dieser quantitative Unterschied nahm für die inflammatorische Untergruppe über alle 
Stimulationskonditionen signifikante Ausmaße an, in der Gruppe der adipösen 
Probanden ohne CRP-Erhöhung gab es eine gegenüber den Kontrollprobanden deutlich 
gesteigerte IL-1β-Sekretion bei Stimulation mit 0,8 mM exCa2+ (p = 0,028) und 0,9 mM 
exCa2+ (p = 0,016). 
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Abbildung 9: IL-1β-Sekretion von MDM adipöser Probanden mit und ohne gering-
gradige, systemische Entzündung und nichtadipöser Kontrollen nach Stimulation mit 
exCa2+ und LPS. MDM von adipösen Probanden mit einem CRP > 5 mg/l (n = 20, 
dunkelgrau) und adipösen Probanden mit einem CRP < 5 mg/l (n = 11, hellgrau), sowie 
nichtadipösen Blutspendern (n = 23, weiß) wurden sieben Tage in Medium mit aHS10% 
kultiviert und anschließend mit Kalzium und LPS (100 EU/ml) für 20 h stimuliert. Die 
IL-1β-Konzentration für jede Kondition wurde ermittelt und mittels ungepaartem 
Student’s-t-Test verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01). Beide Adipositasuntergruppen 
zeigten signifikant höhere IL-1β-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe.  
4.1.2 Unterschiede klinischer Parameter in der Gruppe adipöser Probanden 
verglichen mit nichtadipösen Kontrollpersonen  
Um die in vitro erhobenen Werte der kalziuminduzierten Aktivierung der Makrophagen 
im klinischen Kontext auswerten zu können, wurde für jeden Probanden ein Überblick 
über die Zusammensetzung der Leukozyten im Differentialblutbild erhoben, sowie 
Gesamt- und ionisiertes Kalzium und Vitamin D3 als Variablen der Kalziumhomöostase 
gemessen. 
Die Anzahl peripher gemessener Leukozyten, davon insbesondere Monozyten, 
Lymphozyten und neutrophile Granulozyten war sowohl für die adipösen Probanden 
mit, als auch ohne CRP-Erhöhung signifikant verändert, verglichen mit den nicht-
adipösen Probanden (s. Tabelle 3). Ausgenommen davon war nur der Absolutwert von 
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Lymphozyten in der Gruppe der Adipösen mit CRP < 5 mg/l. Die in 109/l gemessenen 
Absolutwerte von Leukozyten, Monozyten, Lymphozyten und neutrophilen Granulo-
zyten waren am höchsten in der Gruppe der Adipösen mit CRP > 5 mg/l, gefolgt von 
der anderen Adipositassubgruppe und am niedrigsten in der Kontrollkohorte, während 
selbiges bei den relativen Werten nur für die neutrophilen Granulozyten gilt. Monozyten 
und Lymphozyten nahmen einen höheren Prozentanteil im Blut nichtadipöser 
Probanden ein, gefolgt von den adipösen Probanden ohne CRP-Anstieg und lagen am 
niedrigsten in der Adipositassubgruppe mit erhöhten CRP-Werten. 
Tabelle 3: Vergleich von Leukozytensubpopulationen der adipösen Probanden mit oder 
ohne CRP-Wert-Erhöhung mit denen der Kontrollkohorte. SD in Klammern angegeben, 
p-Wert-Berechnung mit ungepaartem Student’s-t-Test. p1: Adipositaskohorte mit CRP 
> 5 mg/l versus Kontrolkohorte, p2: Adipositaskohorte mit CRP < 5 mg/l versus 
Kontrolkohorte. 
  
Adipositaskohorte Kontroll- p-Wert 
  
CRP > 5 mg/l CRP < 5 mg/l kohorte 
  
  n = 19
a
 n = 11 n = 23 p1 p2 
Leukozyten [109/l] 7,88 (1,66) 7,34 (1,18) 5,45 (1,11) < 0,001 < 0,001 
Monozyten [109/l] 0,54 (0,14) 0,52 (0,10) 0,44 (0,11) 0,02 0,05 
 
[%] 6,81 (1,26) 7,15 (0,90) 8,26 (1,54) 0,002 0,03 
Lymphozyten [109/l] 2,31 (0,68) 2,12 (0,32) 1,93 (0,40) 0,03 0,19 
 
[%] 28,92 (4,55) 29,87 (7,61) 36,13 (6,06) < 0,001 0,01 
Granulozyten:       
Neutrophile [109/l] 4,81 (0,99) 4,46 (1,37) 2,78 (0,81) < 0,001 < 0,001 
[%] 61,07 (4,51) 59,71 (8,61) 50,53 (6,53) < 0,001 0,002 
Basophile [109/l] 0,05 (0,02) 0,04 (0,02) 0,05 (0,03) 0,73 0,30 
[%] 0,60 (0,24) 0,55 (0,27) 0,90 (0,50) 0,01 0,02 
Eosinophile [109/l] 0,18 (0,11) 0,17 (0,09) 0,21 (0,11) 0,26b 0,26 
[%] 2,25 (1,16) 2,37 (1,51) 3,88 (1,88) 0,002 0,03 
Unreife [109/l] 0,03 (0,02) 0,03 (0,01) 0,02 (0,01) 0,02b 0,01b 
[%] 0,35 (0,18) 0,36 (0,11) 0,30 (0,15) 0,32 0,26 
a
 Differentialblutbild für einen Probanden nicht erhoben                                                                                                                                                                                                     
b
 p-Wert-Berechnung mittels Mann-Whitney-U-Test 
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Ionisiertes Kalzium ist ein potentes Stimulans der Makrophagen. Weder 
Gesamtkalzium, noch ionisiertes Kalzium unterschieden sich in peripherer Messung 
signifikant zwischen den Gruppen (s. Tabelle 4). Deutliche Unterschiede zeigten sich 
bezüglich des Vitamin-D3-Levels (Calcidiol, 25-Hydroxyvitamin D3) im Blut 
(Durchschnitt ± SD: 10,59 ± 4,607 ng/ml in der Adipositasgruppe mit CRP-Anstieg 
gegenüber 18,41 ± 7,094 ng/ml in der Kontrollkohorte; p = 0,0001 mit ungepaartem 
Student’s-t-Test.). In allen Gruppen befand sich der Mittelwert des Vitamin D3 
unterhalb des empfohlenen Minimums von  20 ng/ml (Ross et al. 2011). 
Tabelle 4: Vergleich von Parametern der Kalziumhomöostase der adipösen Probanden 
mit und ohne CRP-Wert-Erhöhung mit denen der Kontrollkohorte. SD in Klammern 
angegeben, p-Wert-Berechnung mittels ungepaartem Student’s-t-Test. p1: 
Adipositaskohorte mit CRP > 5 mg/l versus Kontrolkohorte, p2: Adipositaskohorte mit 
CRP < 5 mg/l versus Kontrolkohorte 
    Adipositaskohorte  Kontrollkohorte             P-Wert  
    CRP > 5mg/l CRP < 5mg/l 
   
  n = 20 n = 11 n = 23 p1 p2 
Kalzium gesamt [mM] 2,29 (0,07) 2,32 (0,07) 2,32 (0,07) 0,27 0,97 
Kalzium 
ionisiert  
[mM]a 1,21 (0,05) 1,20 (0,02) 1,20 (0,07) 0,50b 0,40b 
Vitamin D3 [ng/ml] 10,59 (4,61) 16,38 (4,80) 18,41 (7,09) < 0,001 0,40 
a
 abweichendes n: Adipöse mit CRP > 5mg/l n = 11, mit CRP < 5mg/l n = 10, Kontrollen n = 15                            
b
 p-Wert-Berechnung mittels Mann-Whitney-U-Test 
 
Bei der Untersuchung kalziuminduzierter IL-1β-Sekretion der Makrophagen und des 
ionisierten Kalziums im Blut wurde eine gleichsinnige Korrelation erkennbar (s. 
Abbildung 10): Je höher das ionisierte Kalzium im Blut gemessen wurde, desto höher 
waren im Schnitt die gemessenen IL-1β-Konzentrationen bei Stimulation der 
Makrophagen. Gemittelt über alle Adipösen, für die Messwerte des ionisierten 
Kalziums vorlagen (n = 21, s. 3.3.2.1), lag der Korrelationskoeffizient bei Vergleich mit 
der IL-1β-Konzentration bei Stimulation mit 0,9 mM exCa2+ bei r = 0,574, der p-Wert 
war 0,006. Für die gleiche Kondition errechnete sich der p-Wert in der Kontrollkohorte 
(n = 15) mit p = 0,730; eine signifikante Korrelation lag somit nicht vor. Auch die IL-
1β-Sekretion bei Stimulation mit anderen exCa2+-Zugaben in der Adipositaskohorte 
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konnte positiv mit dem ionisierten Kalzium korreliert werden: p = 0,014 bei Stimulation 
mit 0,8 mM exCa2+ und 0,036 bei Stimulation mit 1,0 mM exCa2+ (Daten nicht gezeigt). 
 
Abbildung 10: Korrelation des ionisierten Kalziums im Blut mit der kalziuminduzierten 
IL-1β-Sekretion. Bei Korrelation der in Abbildung 8 bei Stimulation mit 0,9 mM exCa2+ 
erzielten IL-1β-Konzentrationen mit den jeweils bei dem zugehörigen Probanden 
gemessenen ion. Kalzium im Blutplasma ergab sich eine positive Korrelation in der 
Adipositaskohorte (n = 21, schwarz), während in der Kontrollkohorte (n = 15, grau) 
kein signifikanter Trend vorlag. Angegeben ist Pearson’s r und der p-Wert nach linearer 
Regressionsanalyse. 
4.2 Einfluss des extrazellulären Milieus auf die Reaktivität von 
MDM bei Stimulation mit exCa2+ 
In vivo liegen Makrophagen im Fettgewebe in einem Milieu vor, das eine Vielzahl an 
Interaktionsmöglichkeiten mit anderen metabolischen Faktoren ermöglicht. Um zu 
untersuchen, ob proinflammatorisch wirksame Substanzen die kalziuminduzierte 
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms beeinflussen, wurden MDM in vitro unter dem 
Einfluss verschiedener entzündungsfördernder Stimuli aktiviert. In der Einleitung sind 
bereits die Versuche zum Einfluss der Fettsäuren Palmitat und Palmitoleat auf die 
Reaktivität der Makrophagen beschrieben (s. 1.2.6.1). Im Folgenden sollen nun die 
Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses von Hypoxie und ausgewählter Adipokine 
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beschrieben werden. Es wurden jeweils MDM desselben Spenders nach LPS-Priming 
mit exCa2+ mit und ohne Einfluss eines weiteren Kostimulans (Adipokine, Hypoxie) 
stimuliert.  
4.2.1 Einfluss von Hypoxie während der Stimulation von MDM mit exCa2+ 
Das Vorliegen einer hypoxischen Mikroumgebung im Fettgewebe wird von vielen 
Autoren als mögliches Gefahrensignal für Monozyten und Makrophagen bewertet. Ob 
dies einen Einfluss auf die Reagibilität von MDM gegenüber exCa2+ hat, wurde 
untersucht, indem MDM parallel unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen für 
20 h stimuliert wurden. Insgesamt wurden die Zellen acht verschiedener Spender 
untersucht. (s. Abbildung 11). Unter Hypoxie kam es nicht zu einer absoluten 
Mehrausschüttung an Zytokin, die maximale IL1β-Sekretion betrug bei Stimulation mit 
1,1 mM exCa2+ unter Normoxie 3,437 ng/ml (SD ± 1,241 ng/ml) gegenüber 3,311 
ng/ml (SD ± 1,206 ng/ml) unter hypoxischen Konditionen (p = 0,493). Jedoch fand in 
der Hypoxie-Gruppe eine vermehrte IL-1β-Produktion bei niedrigeren Kalziumzugaben 
im Bereich von 0,8 – 1,0 mM statt. Für 0,9 mM exCa2+-Zugabe zeigte sich eine 
signifikante Mehrausschüttung von IL-1β der MDM unter Hypoxie (p = 0,0234, IL-1β ± 
SD [ng/ml] Normoxie: 0,836 ± 0,844; Hypoxie: 1,136 ± 0,795). 
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Abbildung 11: Kalziuminduzierte IL-1β-Ausschüttung von MDM in normoxischer und 
hypoxischer Umgebung. n = 8. Monozyten desselben Spenders wurden sieben Tage in 
Medium mit aHS10% kultiviert und anschließend mit Kalzium und LPS (100 EU/ml) für 
20 h in einer sauerstoffhaltigen Umgebung (Normoxie, weiß) oder sauerstoff-
depletierten Umgebung (Hypoxie, grau) stimuliert. Die IL-1β-Konzentration für jede 
Kondition wurde ermittelt und mittels gepaartem Student’s-t-Test verglichen (* p < 
0,05). Im Bereich von 0,8 bis 1,0 mM exCa2+-Zugabe zeigten die MDM unter Hypoxie 
eine höhere IL-1β-Sekretion als die MDM unter Normoxie.   
4.2.2  Einfluss ausgewählter Adipokine auf MDM 
Die vom Fettgewebe sezernierten Adipokine gestalten das lokale Milieu und fungieren 
als vermittelnde Botenstoffe zwischen Stoffwechsel und Immunsystem. Da sie 
konstitutiv im Fettgewebe vorhanden sind, untersuchten wir nicht nur ihren Einfluss bei 
Kostimulation mit exCa2+, sondern kultivierten auch Monozyten für sieben Tage 
während ihrer Differenzierung zu Makrophagen in einem Medium, das Adipokine 
enthielt. 
4.2.2.1 Leptin und Chemerin als Adjuvanzien bei der Differenzierung von Monozyten 
zu Makrophagen 
Monozyten desselben Spenders wurden für sieben Tage in einem Medium kultiviert, das 
aHS10% und entweder Leptin (100 ng/ml), Chemerin (100 ng/ml) oder ein 
Kontrollmedium enthielt. Nach Differenzierung zu Makrophagen wurden die Zellen aus 
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allen Kulturbeuteln analog mit LPS und exCa2+ stimuliert (s. Abbildung 12). Insgesamt 
wurde dieser Versuch für sechs Probanden durchgeführt. Die Auswertung ergab, dass 
keines der zugegebenen Adjuvanzien während der Differenzierung einen signifikanten 
Effekt auf die nachfolgende kalziuminduzierte IL-1β-Ausschüttung hatte. Es zeigte sich 
für die mit Chemerin behandelten Zellen der Trend bei niedrigen Kalziumzugaben mit 
höherer IL-1β-Sekretion zu reagieren, im Vergleich zu den mit Kontrollmedium 
differenzierten Zellen (IL-1β ± SD [ng/ml] bei 0,9 mM exCa2+-Zugabe Kontrolle: 1,085 
± 1,7 gegenüber Chemerin-Gruppe: 1,724 ± 2,522; p = 0,218). Durch eine erhebliche 
interindividuelle Varianz in der Reaktion der Zellen verschiedener Spender auf die 
zugegebenen Stoffe und in der darauf erfolgten Stimulationsreaktion ergaben sich in 
allen Gruppen hohe Standardabweichungen. 
4.2.2.2 Leptin, FABP4, Chemerin und Progranulin als Kostimulanzien  
MDM desselben Spenders wurden gleicherweise mit LPS und exCa2+ und einem der 
folgenden Adipokine bzw. Kontrollmedium stimuliert: Leptin (100 ng/ml), Chemerin 
(100 ng/ml), FABP4 (30 ng/ml), Progranulin (100 ng/ml) (s. Abbildung 13). Insgesamt 
wurden Zellen von vier Probanden untersucht. Es zeigte sich für kein Adipokin eine 
signifikant gesteigerte IL-1β-Sekretion gegenüber seinem Kontrollmedium. Vielmehr 
kam es interindividuell zu unterschiedlich starken Reaktionen auf die Adjuvanzien, 
sodass eine hohe Standardabweichung resultierte. 
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Abbildung 12: IL-1β-Sekretion von MDM nach Differenzierung aus Monozyten in 
Medium mit Adipokin und anschließender Stimulation. n = 6. Monozyten desselben 
Spenders wurden sieben Tage in Medium mit aHS10% und a) Chemerin (100 ng/ml, 
grau) oder b) Leptin (100 ng/ml, grau) oder einem jeweiligen Kontrollmedium (weiß) 
kokultiviert und anschließend mit exCa2+ und LPS (100 EU/ml) für 20 h stimuliert. Die 
IL-1β-Konzentration für jede Kondition wurde ermittelt und mittels gepaartem 
Student’s-t-Test verglichen. Bei einer hohen SD zeigte sich weder für Chemerin, noch 
Leptin ein signifikanter Unterschied zur Kontrollkondition. 
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Abbildung 13: IL-1β-Sekretion nach Stimulation von MDM mit einem Adipokin, LPS 
und exCa2+. n = 4. Monozyten desselben Spenders wurden sieben Tage in Medium mit 
aHS10% zu MDM differenziert und diese anschließend für 24 h in Medium mit a) Leptin 
(100 ng/ml, hellgrau) oder FABP4 (30 ng/ml, dunkelgrau) oder b) Chemerin (100 
ng/ml, hellgrau), Progranulin (100 ng/ml, dunkelgrau) oder einem entsprechenden 
Kontrollmedium (weiß) inkubiert. Danach wurden die MDM mit Kalzium und LPS 
(100 EU/ml) für 20 h stimuliert. Die IL-1β-Konzentration für jede Kondition wurde 
ermittelt und mittels gepaartem Student’s-t-Test verglichen. Bei einer hohen SD zeigte 
sich für kein Adipokin ein signifikanter Unterschied zur Kontrollkondition. 
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4.3 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms nach Stimulation von MDM mit exCa2+ 
Um den Aufbau und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in den Makrophagen nach 
Stimulation mit exCa2+ sichtbar zu machen, wurden MDM nach einem LPS-Priming mit 
1,2 mM exCa2+ stimuliert und die Zellkerne (blau), ASC (grün), sowie NLRP3 (rot) 
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht. Die Zellen wurden zu bestimmten 
Zeitpunkten (vor Stimulation, drei, acht und 19 Stunden nach Stimulation) fixiert und 
damit die Reaktion gestoppt, die Zugabe der Antikörper erfolgte jedoch für alle 
Konditionen zum gleichen Zeitpunkt. Verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (s. 
Abbildung 14: Zeitpunkt 0h, a-c) zeigt sich in den Präparaten mit längerer 
Stimulationsdauer eine intensivere Färbung von ASC. NLRP3 ist fast ausschließlich 
nach 19 Stunden (Abbildung 14: k-m) sichtbar. Weiterhin sind besonders nach acht und 
19 Stunden punktuelle Anreicherungen von ASC-Antikörper als grün leuchtende Punkte 
vorhanden (gelbe Pfeile), bei denen es sich um ASC-Specks handeln könnte. Im 
Rahmen der Doktorarbeit gelang es nicht, die Entstehung von ASC-Specks zu zeigen, 
weshalb keine sichere Aussage zu den hier sichtbaren Komplexen getroffen werden 
kann. 
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Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Stimulation von MDM. 
MDM eines adipösen Spenders wurden mit LPS (100 EU/ml) und 1,2 mM exCa2+ 
stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten (0h (unstimuliert, a-c), 3h (d-f), 8h (g-i) bis 
19h (k-m)) mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Blau: Zellkern, grün: ASC, 
rot: NLRP3, gelb: Überlagerung von grün und rot. Im Zeitverlauf ist eine deutliche 
Intensivierung der Anfärbung zu erkennen. Weiterhin formen sich Specks (gelbe 
Pfeile). Vergrößerung: 63x 
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5 Diskussion 
5.1 Reaktivität von Makrophagen gegenüber exCa2+ bei Adipositas 
Die Inkubation von Adipozyten (D’Espessailles et al. 2018), Monozyten (Rossol et al. 
2012) oder Makrophagen (Thrum et al. 2019, Manuskript eingereicht) in einer 
Umgebung mit erhöhtem extrazellulärem Kalzium führt in vitro nachweislich zu einer 
inflammatorischen Aktivierung dieser Zellen. Ionisiertes Kalzium fungiert dabei als 
Gefahrensignal, indem es, über den CaSR vermittelt, intrazellulär die Zusammensetzung 
des NLRP3-Inflammasoms triggert und so zu einer Ausschüttung proinflammatorischer 
Zytokine wie IL-1β und IL-18 führt (Lee et al. 2012). In der durchgeführten Studie 
wurden peripher isolierte Monozyten durch Inkubation über sieben Tage in Medium mit 
autologem Serum zu individuellen Makrophagen differenziert und nach einem LPS-
Priming mit ionisiertem Kalzium stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Makrophagen adipöser Probanden auf extrazelluläres Kalzium mit einer erhöhten 
Zytokinausschüttung reagierten, verglichen mit Makrophagen nichtadipöser Probanden. 
Weiterhin schien die Höhe dieser Zytokinsekretion nur in der adipösen Gruppe von der 
Höhe des im Plasma gemessenen ionisierten Kalziums abhängig zu sein, obwohl sich 
die Werte des ionisierten Kalziums zwischen Patienten- und Kontrollgruppe nicht 
signifikant unterschieden. 
Diese Ergebnisse können auf verschiedene Weisen interpretiert werden. Zum einen 
besteht die Möglichkeit, dass MDM bei Adipositas eine erhöhte Sensitivität gegenüber 
extrazellulärem Kalzium aufweisen, zum Beispiel durch eine erhöhte Expression des 
CaSR an der Zelloberfläche. Für zirkulierende Monozyten wurde dies bei anderen 
Krankheitsentitäten nachgewiesen, so zum Beispiel für Patienten mit schwerer 
koronarer Arteriosklerose bei rheumatoider Arthritis (Paccou et al. 2014) oder Patienten 
mit T2DM (Malecki et al. 2013). Proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, IL-6 oder 
TNF führten zu einer erhöhten Expression von CaSR in kalziumsensitiven Geweben im 
Mausmodell (Hendy und Canaff 2016) und an humanen Adipozyten (Cifuentes et al. 
2010). Ein ähnlicher positiver-Feedback-Mechanismus könnte auch für die ATM im 
Fettgewebe diskutiert werden. Cifuentes et al. (2010) stimulierten Adipozyten der 
humanen LS14-Zelllinie mit Medium, das mit Fettgewebsproben von Probanden mit 
unterschiedlichem BMI aufbereitet wurde, und konnten eine positive Korrelation 
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zwischen CaSR-Expression in den Adipozyten und BMI der Probanden feststellen. In 
Einklang mit diesen Ergebnissen stellten Hultin et al. (2010) eine gesteigerte 
Kalziumsensitivität adipöser Patienten fest, die sich in dem Zusammenspiel von 
Plasma-Kalzium und Parathormon (in der Nebenschilddrüse durch Aktivierung des 
CaSR freigesetzt) äußerte. Eine bei Adipositas erhöhte CaSR-Expression in 
kalziumsensitiven Geweben und auch an der Oberfläche von Monozyten und 
Makrophagen könnte diese höhere Sensitivität gegenüber extrazellulärem Kalzium 
erklären und damit auch eine gesteigerte Aktivität der Makrophagen, die sich in der 
kalziuminduzierten, NLRP3-vermittelten Zytokinsekretion wiederspiegelt. 
Auf der anderen Seite haben viele Studien eine erhöhte Expression von NLRP3 und 
seiner korrespondieren Proteine wie IL-1β, IL-18, Caspase-1 und ASC im Fettgewebe 
bei Adipositas beschrieben (Stienstra et al. 2010; Koenen et al. 2011; Vandanmagsar et 
al. 2011). Dies ist am ehesten durch die zahlreichen im VAT vorhandenen Faktoren zu 
begründen, die ein Priming der Makrophagen bewirken können (siehe 1.2.3.1). Die 
erhöhte Zytokinproduktion der MDM der adipösen Gruppe bei Stimulation mit exCa2+ 
könnte deshalb auch auf die erhöhte Verfügbarkeit der Bestandteile des NLRP3-
Inflammasoms zurückzuführen sein. Allerdings würde dies nicht die Korrelation 
zwischen Zytokinsekretion und gemessenem Plasmakalzium erklären. 
5.2 Erhöhte MDM-Reaktivität bei Adipositas als unabhängige 
Variable 
In unseren Untersuchungen zeigte sich kein Zusammenhang zwischen klinischen 
Parametern der Adipositas, wie BMI, WHR oder Körperfettmasse, und der 
kalziuminduzierten IL-1β-Sekretion der MDM. Weiterhin war die Zytokinausschüttung 
in der adipösen Gruppe ohne CRP-Wert-Erhöhung zwar geringer als bei jenen mit einer 
relevante CRP-Wert-Erhöhung, jedoch gab es einen signifikanten Unterschied zur 
nichtadipösen Gruppe. Dies weist darauf hin, dass die gesteigerte Reaktion der Zellen 
auf ein erhöhtes extrazelluläres Kalzium eine Veränderung bei Adipositas an sich ist, 
aber nicht quantitativ mit der Erhöhung des Körpergewichts bzw. der Fettmasse oder 
einer systemischen Entzündung in Verbindung steht. Stattdessen ist anzunehmen, dass 
biochemische Vorgänge im Fettgewebe ursächlich sind, die schon in frühen Stadien der 
Adipositas auftreten können. Dies deckt sich mit Beobachtungen, dass ein konsistenter 
Anteil der Adipösen (ca. 30%) trotz ihres Übergewichts metabolisch gesund bleibt 
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(Wildman et al. 2008) und bekräftigt die Hypothese, dass nicht die Erhöhung der 
Fettmasse allein, sondern vielmehr funktionelle Veränderungen im Fettgewebe 
determinieren, in welchem Ausmaß sich eine lokale Entzündung mit den beschriebenen 
Folgekrankheiten wie Insulinresistenz und T2DM entwickelt. Cifuentes et al. verfolgen 
in ihrer Forschung ebenfalls dieses Konzept und weisen dem CaSR und seiner Fähigkeit 
das NLRP3-Inflammasom zu stimulieren dabei eine zentrale Rolle zu (Cifuentes et al. 
2012; D’Espessailles et al. 2018). Allerdings legen sie ihr Augenmerk auf die 
Veränderungen an Adipozyten und Präadipozyten im VAT. Wir konnten mit unserer 
Studie zeigen, dass die Kalziumreagibilität der MDM bei Adipositas verändert ist, was 
die Theorie unterstützt, dass es biochemische Veränderungen in den ATM sind, die eine 
Schlüsselrolle im Prozess der Fettgewebsdysfunktion spielen. Die von Cifuentes et al. 
angebrachten Argumente einer erhöhten Expression von CaSR und Bestandteilen des 
NLRP3-Inflammasoms in Prä-/Adipozyten bei Adipositas sowie der durch 
proinflammatorische Zytokine induzierte positive Feedback-Mechanismus des CaSR 
kann auch für ATM diskutiert werden. Dies muss in zukünftigen Studien weiter 
untersucht werden.  
5.3 Klinische und paraklinische Parameter mit Bezug zur 
kalziuminduzierten Aktivierung der Makrophagen 
5.3.1 Veränderungen der Leukozytenpopulationen 
In der Auswertung des Differentialblutbildes zeigten sich Unterschiede zwischen den 
adipösen und nichtadipösen Probanden. Die Zahl der Leukozyten war bei den 
Probanden mit Adipositas deutlich höher, wobei dies zum Großteil auf eine Erhöhung 
der Monozyten, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten entfiel. Diese Ergebnisse 
sind konsistent mit der vorhandenen Literatur und lassen sich durch die systemische 
Aktivierung des Immunsystems und nachfolgende Infiltration der Immunzellen in das 
entzündete Areal interpretieren. Das Ausmaß der Rekrutierung dieser Zellen in den 
Blutkreislauf im Sinne einer Leukozytose korreliert mit klinischen Merkmalen des 
metabolischen Syndroms (Fadini et al. 2012).  
Besonders bedeutsam für die hier untersuchten Vorgänge bei Adipositas, ist die 
Erhöhung der Monozyten. Nagareddy et al. (2014) konnten zeigen, dass das von den 
Makrophagen gebildete IL-1β im Knochenmark eine Myelopoese und daran 
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anschließende Monozytose fördert. Ein Großteil der Monozyten findet sich nach 
Transmigration im VAT wieder, wie beispielsweise Oh et al. (2012) in einem 
Mausversuch mit fluoreszenzmarkierten Monozyten in vivo zeigen konnten. Dies trägt 
neben der lokalen Proliferation von Makrophagen dazu bei, dass sich die Zahl der ATM 
im VAT bei Adipositas um ein Vielfaches erhöht (Weisberg et al. 2003). In unserer 
Studie nutzten wir stets dieselbe zur Stimulation eingesetzte Anzahl an MDM und 
konnten eine vermehrte Zytokinexpression in der adipösen Kohorte nachweisen. 
Berücksichtigt man die gegenüber dem schlanken Zustand stark erhöhte 
Makrophagenpopulation im VAT bei Adipositas, wird das klinische Ausmaß dieser 
Überproduktion deutlich. 
Vuong et al. (2014) verglichen in einer Studie Blutbildparameter mit dem Hüftumfang 
der Probanden und fanden eine positive Korrelation mit den Absolutwerten von 
Lymphozyten, Monozyten und den Gruppen der Granulozyten (Neutrophile, Basophile, 
Eosinophile). Dies deckt sich zum Großteil mit unseren Beobachtungen, nur für die 
basophilen und eosinophilen Granulozyten konnten wir diesen Trend nicht nachweisen. 
Vuong et al. (2014) fanden in ihrer Studie weiterhin heraus, dass der prozentuale Anteil 
der Neutrophilen mit erhöhtem Hüftumfang stieg, während die Prozentsätze von 
Lymphozyten und Monozyten negativ korrelierten, so wie es sich auch in den von uns 
erhobenen Daten zeigt. Da jedoch alle drei Zelltypen bei Adipositas absolut erhöht sind, 
begründen die Autoren diese Diskrepanz mit der Tatsache, dass die Zahl der 
Neutrophilen bei Übergewicht in einem weitaus größeren Maß zunimmt, als es für die 
Lymphozyten oder Monozyten der Fall ist, die damit relativ vermindert scheinen. 
Neutrophile Granulozyten sind als Teil des angeborenen Immunsystems die erste 
Zellpopulation, die ein entzündetes Areal erreicht. Dies gilt auch für das VAT bei 
Adipositas (Elgazar-Carmon et al. 2008). Ob und welche Rolle sie dort in der 
Vermittlung der Adipositas-assoziierten Entzündung spielen, ist noch ungeklärt. 
Wahrscheinlich ist, dass sie im Anfangsstadium der Entzündung dafür verantwortlich 
sind weitere Immunzellen und besonders Makrophagen zu rekrutieren, wie Talukdar et 
al. (2012) zeigen konnten.  
Auch die Lymphozyten werden als Teil der Immunantwort ins Fettgewebe rekrutiert 
und beteiligen sich dort an den molekularen Wechselwirkungen. So können sie 
regulatorisch, aber auch proinflammatorisch stimulierend auf die ATM wirken, wie 
ausführlich besprochen in Lee et Lee (2014). 
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5.3.2 Veränderung von Parametern der Kalziumhomöostase 
Bei der Betrachtung der Elektrolyte gab es in unserer Studie keinen Unterschied 
zwischen den Gruppen hinsichtlich Natrium, anorganischem Phosphat, ionisiertem 
Kalzium oder Gesamtkalzium.  
Mit unserer Studie konnten wir zeigen, dass es einen inversen Zusammenhang zwischen 
BMI und dem 25-Hydroxyvitamin D3 im Blut gibt, wobei besonders die Adipösen 
betroffen waren, bei denen eine geringgradige systemische Entzündung vorlag. Dieses 
Ergebnis reiht sich in eine Reihe anderer Studien, die zu den gleichen Schlüssen kamen 
z.B. Moan et al. (2009). Dass es einen Zusammenhang zwischen Adipositas und 
Vitamin D geben könnte, wurde erstmals von Rosenstreich et al. (1971) veröffentlicht, 
die in Mausversuchen die Speicherung von Vitamin D besonders im Fettgewebe 
nachweisen konnten. 25-Hydroxyvitamin (VD3) ist die fettlösliche Speicherform, die 
bei Bedarf durch eine weitere Hydroxylierung aktiviert werden kann. Die aktive Form 
1,25-Dihydroxyvitamin D3 ist potent an den Vitamin D-Rezeptor zu binden und hat 
eine kurze Halbwertszeit. Als Gründe für einen erniedrigten VD3-Status bei Adipositas 
werden verschiedene Ursachen diskutiert. Zum einen die schon genannte Anreicherung 
des VD3 im Fettgewebe, ein Verdünnungseffekt durch das erhöhte Körpervolumen, 
Ernährungsgewohnheiten, die eine VD3-Defizienz fördern und eine verminderte 
endogene VD3-Synthese wegen verminderter Hauteinwirkung von UV-Licht 
(ausführlich besprochen von Pourshahidi (2015)). Obwohl eine Vielzahl an Studien 
Zusammenhänge zwischen Vitamin-D-Stoffwechsel und Diabetes aufdeckten und 
Hinweise dafür vorlegten, dass die Normalisierung des VD3-Status bei Patienten mit 
Insulinresistenz und T2DM die metabolischen Parameter bessern kann (ausführlich 
besprochen von Wimalawansa (2018)), konnten Meta-Analysen der vorhandenen 
Studien keine konsistenten Ergebnisse feststellen (Khan et al. 2013) und auch ein Effekt 
des VD3 auf BMI, Körpergewicht oder Fettmasse ließ sich nicht erkennen (Chandler et 
al. 2015). Mehrere randomisierte, placebokontrollierte Studien, die den Effekt von 
Vitamin D während einer gewichtsreduzierenden Diät bei adipösen Probanden 
untersuchten, konnten keinen Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich 
inflammatorischer Marker (z.B. IL-1β) feststellen (Duggan et al. 2015; Lotfi-Dizaji et 
al. 2018).  
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5.4 Einfluss des extrazellulären Milieus auf die Aktivierung von 
Makrophagen 
5.4.1 Einfluss von Adipokinen 
Weiterhin untersuchten wir den Einfluss kostimulatorischer Faktoren auf die 
Kalziumreagibilität von Makrophagen. Obwohl viele Studien proinflammatorisch 
wirksame Adipokine wie Leptin, Progranulin, Chemerin oder FABP4 mit Adipositas 
und T2DM in Verbindung brachten (s. 1.2.6.3), konnten wir nach Stimulation der MDM 
mit exCa2+ und Adipokinen keine Erhöhung der kalziuminduzierten Zytokinproduktion 
feststellen. Da eine Stimulationszeit von 20 Stunden nicht ausreichend sein könnte, um 
die Expression der Adipokinrezeptoren zu induzieren, wurde eine längere Kostimulation 
von MDM und Adipokinen ebenfalls untersucht. Doch auch eine siebentägige Ko-
Inkubation der Monozyten mit Adipokinen während ihrer Differenzierung zu 
Makrophagen und anschließende Stimulation mit exCa2+ nach LPS-Priming führte nicht 
zu einer Erhöhung der IL-1β-Sekretion. Zum einen lässt sich diskutieren, dass diese 
Adipokine ggf. per se die Fähigkeit besitzen Makrophagen zu stimulieren, jedoch dabei 
keinen Einfluss auf die von uns untersuchte CaSR-vermittelte Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms nehmen. Zu diesem Ergebnis kamen auch Jitprasertwong et al. (2014), 
als sie LPS-geprimte humane Monozyten mit Leptin stimulierten. Obwohl eine 
Erhöhung der Caspase-1-Expression in den Zellen sichtbar wurde, hatte das Adipokin 
keinen Einfluss auf die IL-1β-Sekretion, die IL-18-Sekretion wurde indes signifikant 
gesteigert. Eine Erhöhung von IL-18 oder nicht-NLRP3-vermittelter Zytokine wie TNF 
oder IL-6 wurde von uns nicht untersucht. Es ist weiterhin anzumerken, dass in den 
oben und unter 1.2.6.3 zitierten Studien meist mRNA-Daten der untersuchten Zytokine 
und Rezeptoren gemessen wurden, wir jedoch untersuchten IL-1β als Produkt des  
aktiven NLRP3-Inflammasoms. Mögliche Effekte vor und nach der Translation, die ggf. 
zu Unterschieden in der Expression der entsprechenden Proteine und Rezeptoren 
führen, hatten so in unseren Messungen keinen Einfluss, könnten jedoch zu 
anderslautenden Ergebnissen im Vergleich mit anderen Studien führen. Weiterhin stellt 
das von uns benutzte Zellmodell eine Vereinfachung der Zustände im VAT dar. Es ist 
anzunehmen, dass nur in der Interaktion mit anderen Zellen eine Aktivierung der MDM 
durch die Adipokine erreicht werden kann. So beschreiben auch Furuhashi et al. (2008) 
nach ihren Experimenten mit FABP, dass weder Makrophagen, noch Adipozyten allein 
die systemischen metabolischen Wirkungen dieser Adipokingruppe vermitteln konnten, 
56  Diskussion 
sondern dies erst durch eine Interaktion zwischen den beiden Zelltypen ermöglicht 
würde. Letztendlich zeigte sich in unseren Versuchen eine individuell unterschiedlich 
starke Zytokinsekretion der MDM, sodass hohe Standardabweichungen und die 
geringen Fallzahlen von vier und sechs Probanden einen vorhandenen, aber 
gegebenenfalls besonders in Relation zur stimulierenden Wirkung von LPS und exCa2+ 
geringen, signifikanten Effekt verschleiern könnten. 
5.4.2 Einfluss von Hypoxie 
Die Stimulation von MDM mit exCa2+ in hypoxischer und normoxischer Umgebung 
brachte deutlichere Ergebnisse. Obwohl sich die maximale Zytokinproduktion zwischen 
den beiden Gruppen nicht signifikant unterschied, wurde offensichtlich, dass die Zellen 
unter Hypoxie auf Kalzium in niedrigeren Konzentrationsbereichen mit einer höheren 
Zytokinausschüttung reagierten als die Zellen in Normoxie. Dies kann im Sinne einer 
Sensitivierung der Zellen gedeutet werden. Eine unter Hypoxie erhöhte Expression 
proinflammatorischer Zytokine war vorher schon für Adipozyten (Yu et al. 2011) und 
Fettgewebsproben gezeigt worden (O’Rourke et al. 2011). Erklären lässt sich die 
Hypoxie-induzierte, gesteigerte Sensitivität gegenüber proinflammatorischen Reizen 
(wie exCa2+) zum einen durch die bei Hypoxie gebildeten ROS, die zu einem Priming 
des NLRP3-Inflammasoms und einer erhöhten Suszeptibilität der Zellen führen können 
(Groslambert und Py 2018), zum anderen auch über die Induktion der 
sauerstoffsensiblen Transkriptionsfaktoren aus der Familie der hypoxia inducible factors 
(HIF). Der bei Hypoxie verstärkt exprimierte Faktor HIF-1a hat vielfältige Aufgaben. 
Zum Beispiel sorgt er für die Transkription von Genen, die der anaeroben Glykolyse 
dienen, um einen sauerstoffunabhängigen Zellmetabolismus zu gewährleisten (Courtnay 
et al. 2015). Experimente haben gezeigt, dass LPS-geprimte Makrophagen vermehrt das 
Enzym Pyruvatkinase M2 bilden, das in einem Komplex mit HIF-1a an die 
Promotorregion von IL-1β bindet und so zu einer erhöhten Expression von pro-IL-1β 
führt (Palsson-McDermott et al. 2015). Die kalziuminduzierte Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms kann dann zu einer aktivierenden Spaltung des IL-1β führen. Eine 
weitere interessante Entdeckung machten Pak et al. (2016), die in Experimenten mit 
Astrozyten eine erhöhte Expression von CaSR feststellen konnten, wenn die Zellen 
einer sauerstoff- und glukosedepletierten Umgebung ausgesetzt waren. Die CaSR- und 
HIF-1a-Expression von Makrophagen unter Normoxie und Hypoxie sollte in Studien 
weiter untersucht und in Knockout-Modellen an Mäusen oder Zellkulturen (mittels 
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Inhibitor oder siRNA) bestätigt werden, da sie ein wichtiges Indiz für die erhöhte 
Sensitivität der Zellen gegenüber proinflammatorischen Reizen liefern kann. 
Weitreichende Bedeutung bekommen diese Überlegungen, wenn man bedenkt, dass die 
im Labor genutzten Sauerstoffkonzentration von 21% für Normoxie bzw. 1% für 
Hypoxie nicht mit denen im Gewebe vergleichbar sind. Tatsächlich konnten Studien 
zeigen, dass der Sauerstoffpartialdruck im Fettgewebe adipöser Individuen signifikant 
geringer ist als bei nichtadipösen (Kabon und Fleshman 2006) und umgerechnet nur 
einer Sauerstoffkonzentration von 3-15% entspricht (O’Rourke et al. 2011). Die von uns 
gesehene Sensitivierung der Makrophagen hätte somit auch in vivo klinische 
Bedeutung.  
5.5 Einfluss von Komponenten des NLRP3-Inflammasoms auf die 
Aktivierung von Makrophagen 
Auf einen stimulierenden Reiz hin verbindet sich NLRP3 mit ASC, gemeinsam formen 
sie eine Aktivierungsplattform für Caspase-1. Dieser als NLRP3-Inflammasom 
bekannte Komplex ist in der Lage die Spaltung von pro-IL-1β und pro-IL-18 zu ihren 
aktiven Formen zu vollziehen. ASC lagert sich dabei in Filamenten im Zytoplasma 
zusammen, die als ASC-Speck beschrieben wurden. Dass nach Stimulation von 
Makrophagen ASC-Specks entstehen, wurde vielfach gezeigt und ist mittlerweile 
etabliert als Readout für die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (Bryan et al. 2009; 
Stutz et al. 2013). Die Caspase-1 führt jedoch nicht nur zur Prozessierung der Zytokine, 
sondern auch zu einem proinflammatorischen Zelltod der Makrophagen, Pyroptose 
genannt. Sie spaltet von einem zytoplasmatischen Protein namens Gasdermin-D die N-
terminale Domäne ab, welche eine starke pyroptotische Wirkung hat (Man und 
Kanneganti 2016) und Poren in der Zellmembran formt, über die IL-1β, IL-18 und 
ASC-Specks vermehrt in den Extrazellularraum gelangen (Aglietti et al. 2016). Die 
Zusammensetzung des ASC zum Speck wird dabei als Lösung der Zelle verstanden, die 
Produktion von IL-1β und IL-18 vor dem Eintritt der Zelltods zu beschleunigen, indem 
mehr aktive Caspase-1 bereitgestellt wird (Dick et al. 2016). Der ASC-Speck bietet 
dafür eine große Oberfläche zur Rekrutierung und Aktivierung von pro-Caspase-1. 
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, ASC-Speck-Formierung und IL-1β-Produktion 
sind damit direkt miteinander verknüpft (Bryan et al. 2009; Dick et al. 2016). Zum 
Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit konnte keine Publikation gefunden werden, in 
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welcher die Bildung von ASC-Specks nach Stimulation von Makrophagen mit exCa2+ 
beschrieben wurde.  
Auch wenn in dieser Arbeit nicht sicher bewiesen werden kann, dass es sich bei den 
dargestellten Strukturen um ASC-Specks handelt, wären in Zusammenschau mit den 
vorhergehend beschriebenen Ergebnissen die Formierung von ASC-Specks und die 
intensivierte Darstellung von NLRP3 in den MDM nach Stimulation mit exCa2+ weitere 
Indizien für die CaSR-vermittelte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch 
ionisiertes Kalzium. Auch kann nicht ausgeschlossen werden, dass das LPS-Priming 
schon ausreichend ist zu einer Generierung von Specks zu führen, auch wenn Netea et 
al. (2009) belegen konnten, dass Makrophagen nach alleiniger Aktivierung von TLR2 
oder TLR4 durch einen entsprechenden Liganden (z.B. LPS) nicht mit einer 
Ausschüttung von IL-1β reagieren, im Gegensatz zu Monozyten. Eine Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen durch LPS allein scheint damit 
unwahrscheinlich.  
Besondere Bedeutung für den Kontext der Fettgewebsdysfunktion sollten die von 
Franklin et al. (2014) gewonnenen Erkenntnisse haben, die Belege dafür bringen, dass 
ASC-Specks selbst ein endogenes Gefahrensignal darstellen. So konnten sie zeigen, 
dass ASC-Specks in vitro nach der Pyroptose im Extrazellulärraum akkumulieren und 
eine Mehrausschüttung von IL-1β in umliegenden Makrophagen bewirken, sowie in 
einem in vivo Mausmodell nach subdermaler oder intraperitonealer Injektion eine 
inflammatorische Reaktion auslösen (Franklin et al. 2014). Auch Baroja-Mazo et al. 
(2014) zeigten, dass extrazelluläres ASC und Bestandteile des NLRP3-Inflammasoms 
sowohl extrazellulär, als auch intrazellulär nach Phagozytose durch Makrophagen als 
Gefahrensignal agieren und eine Aktivierung der Caspase-1 auslösen können. Bezogen 
auf die Situation im VAT bei Adipositas würden ASC-Specks somit als weiterer Faktor 
zur Potenzierung der Entzündungsreaktion beitragen. 
Die Frage, ob die Bildung von ASC-Specks in den MDM adipöser Probanden im 
Vergleich zur Kontrollgruppe verstärkt ist bzw. ein Unterschied in der Reaktivität 
gegenüber Specks vorliegt und so zu einer erhöhten IL-1β-Produktion in dieser Kohorte 
führt, bzw. inwieweit ASC-Specks als kostimulatorische Faktoren bei der Aktivierung 
des NLRP3-Inflammasoms mit exCa2+ dienen, bleibt an dieser Stelle jedoch ungeklärt. 
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5.6 Einschränkungen der durchgeführten Versuche 
Beim Auswerten der Resultate sollten einige Einschränkungen der Studie beachtet 
werden. Obwohl stets auf ein studienprotokollgerechtes Vorgehen bei den 
experimentellen Arbeitsschritten geachtet wurde, ließen sich probandenabhängige 
Unterschiede nicht vermeiden. So führte die individuell unterschiedliche 
Monozytenzahl im Blut zu einer Varianz in der Zahl separierter Monozyten. Um auch 
bei geringen Zellzahlen keinen Probanden ausschließen zu müssen, wurden alle 
erhaltenen Zellen kultiviert. Insgesamt ergab sich über alle Teilnehmer eine 
Schwankungsbreite von 5 bis 13 x106 zur Differenzierung angesetzter Monozyten. 
Obwohl das Verhältnis von Zellen zu Medium konstant blieb, kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass eine prallere oder geringere Füllung des Zellkulturbeutels 
zu Unterschieden in der Differenzierung der MDM führte. Jedoch unterschied sich die 
durchschnittlich kultivierte Monozytenzahl nicht signifikant zwischen den Gruppen 
(angesetzte Monozyten ± SD [x106]: Adipositaskohorte mit CRP-Erhöhung: 10,55 ± 
2,22, p > 0,05; Adipositaskohorte ohne CRP-Erhöhung: 10,39 ± 1,00, p > 0,05; 
Kontrollkohorte: 9,74 ± 3,39). Des Weiteren weist die Studienpopulation einen höheren 
Anteil an Frauen als an Männern auf. Ob das Geschlecht Einfluss auf die Aktivität der 
Makrophagen hat, kann deshalb nicht eindeutig geklärt werden.  
In der Adipositaskohorte gaben die Probanden insgesamt mehr Komorbiditäten an und 
nahmen mehr Probanden regelmäßig Medikamente ein, besonders Antihypertensiva, 
Schilddrüsenhormone und Antidepressiva, verglichen mit der Kontrollkohorte. 
Medikamenteninteraktionen oder pathophysiologische Auswirkungen der anderen 
Erkrankungen könnten ebenfalls Einfluss auf das NLRP3-Inflammasom haben, wie es 
beispielsweise für Depression beschrieben ist (Alcocer-Gómez et al. 2014). Auch ist die 
Zahl der Adipösen ohne CRP-Anstieg geringer (n = 11), als derer mit CRP-Erhöhung (n 
= 20). Aussagen zu Unterschieden zwischen diesen beiden Gruppen und zu der 
Kontrollkohorte können bei der vorliegenden relativ geringen Fallzahl noch nicht mit 
hoher Zuverlässigkeit getroffen werden. Die durchgeführte Studie ist vielmehr als eine 
grundlegende Exploration des Zusammenhangs zwischen kalziuminduzierter 
Aktivierung von Fettgewebsmakrophagen und Adipositas zu verstehen. Weitere Studien 
mit einer höheren Fallzahl, die eine differenzierte Bewertung von Einflüssen wie 
bestimmten Medikamenten, Geschlecht oder Bildung ermöglichen, werden gebraucht. 
Limitationen in der Erfassung weiterer Aspekte der Makrophagenaktivierung ergaben 
sich aus der im Rahmen der Doktorarbeit beschränkten Zeit. Ein bedeutender Schritt 
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wäre der Nachweis der Expression von CaSR auf den Zellen der adipösen und 
nichtadipösen Probanden und unter verschiedenen kostimulatorischen Konditionen 
(Hypoxie, proinflammatorische Adipokine) gewesen, um die Mechanismen der 
Sensitivierung der Makrophagen besser verstehen zu können. Obwohl die von uns 
gewählte Methode der Messung von IL-1β mittels ELISA im Gegensatz zur Messung 
von mRNA keiner Beeinflussung vor oder nach der Translation unterliegt und somit den 
Zuständen in vivo näher kommt, wäre es für die umfassende Vergleichbarkeit dieser 
Studie mit anderen Studien des Gebiets nützlich gewesen, die Expression der mRNA 
von pro-/IL-1β, CaSR, Caspase-1 und NLRP3 mittels RT-PCR zu messen, wie es in 
anderen Publikationen erfolgt ist und neben IL-1β auch IL-6 und TNF zu ermitteln 
(Cifuentes et al. 2012; D’Espessailles et al. 2018). Insgesamt muss das genutzte 
Zellmodell im Kontext des Milieus des VAT gesehen werden, das weitaus komplexer 
ist, als es in vitro abgebildet werden kann. Durch die von Thrum et al. durchgeführten 
Versuche mit Fettgewebsproben (s. Abbildung 5, (Thrum et al. 2019, Manuskript 
eingereicht)) konnte die Validität des Modells geprüft werden. Bei Stimulation mit 
exCa2+ wurde in den Gewebeproben eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms 
provoziert, die sich in einer messbaren Erhöhung des IL-1β widerspiegelte, so wie es 
auch im MDM-Modell der Fall ist. Trotzdem zeigten einige Experimente auch die 
Grenzen des Modells, so zum Beispiel die Stimulation mit Fettsäuren (s. 1.2.6.1) oder 
Adipokinen (s. 5.4.1). Die genutzte Differenzierung von MDM mit aHS und 
anschließende Stimulation der LPS-geprimten MDM mit exCa2+ stellt eine valide 
Annäherung an die Verhältnisse im VAT dar, jedoch ist die Übertragung der Ergebnisse 
aus diesem eindimensionalen Zellmodell nur unter Vorbehalt möglich und kann nicht 
die Komplexität einer Gewebestruktur abbilden. Es ist jedoch Aufgabe der 
Grundlagenforschung, komplexe Vorgänge in einem in seinen Interaktions-
möglichkeiten beschränkten Modell darzustellen und zu vereinfachen, um die 
dahinterstehenden Mechanismen verstehen zu können. 
Mit unseren Versuchen konnten wir einen Beitrag dazu leisten, die Rolle der ATM und 
ihre Aktivierung durch exCa2+ in der Entstehung der Fettgewebsdysfunktion zu belegen. 
In der Zukunft sollte der Fokus darauf liegen, die Interaktion des Gewebes mit Kalzium 
zu analysieren, etwa indem man die Änderung der intra- und extrazellulären 
Kalziumkonzentration nach der Stimulation der Zellen misst und Unterschiede der 
extrazellulären Kalziumkonzentration im VAT adipöser und schlanker Individuen 
untersucht. Bislang ist jedoch keine valide Methode zur Messung der Konzentration des 
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extrazellulären Kalziums im Gewebe beschrieben. Auch die Wechselwirkungen 
zwischen Adipozyten und Makrophagen sollten Gegenstand weiterer Forschung sein, da 
sich beide Zelltypen als wichtig in der Vermittlung der Adipositas-assoziierten 
Entzündung erwiesen haben (D’Espessailles et al. 2018; Thrum et al. 2019, Manuskript 
eingereicht). 
5.7 Bedeutung der gewonnenen Erkenntnisse für die 
Adipositasforschung 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Makrophagen adipöser Probanden auf 
eine kalziuminduzierte und CaSR-vermittelte Stimulation des NLRP3-Inflammasoms 
mit einer erhöhten Ausschüttung des Zytokins IL-1β reagieren, verglichen mit 
nichtadipösen Kontrollen. Diese erhöhte Reagibilität ist nicht abhängig von dem 
Vorliegen einer bereits bestehenden chronischen, systemischen, geringgradigen 
Entzündung, sondern es ist anzunehmen, dass die Fettgewebsmakrophagen über diesen 
Mechanismus entscheidend zur Entstehung und Aufrechterhaltung der bei Adipositas 
vorliegenden Fettgewebsdysfunktion beitragen. Die Mikrogewebshypoxie kann über 
eine Sensitivierung der Makrophagen diesen Mechanismus noch verstärken. Die 
Kenntnis dieses Zusammenhangs und das Wissen um die Rolle des CaSR kann helfen, 
neue Therapiestrategien und prognostische Marker zu entwickeln. Gelänge es die 
kalziuminduzierte Aktivierung der Zellen und die darauf folgende Sekretion des 
Schlüsselzytokins IL-1β zu verhindern, könnten die systemischen Folgen, z.B. auf die 
β-Zellen des Pankreas, maßgeblich verringert und dem Entstehen einer Adipositas-
induzierten Insulinresistenz und T2DM vorgebeugt werden. Bisherige Studien nutzten 
dazu IL-1-Rezeptorantagonisten oder spezifische Antikörper gegen IL-1β (Larsen et al. 
2007; Cavelti-Weder et al. 2016) und konnten positive Wirkungen auf die 
Glukosekontrolle feststellen, jedoch blieben die metabolischen Effekte in den meisten 
klinischen Studien relativ gering (Esser et al. 2015). Die IL-1β-produzierenden 
Makrophagen selbst könnten nun ein neuer Angriffspunkt werden, wobei zahlreiche 
Möglichkeiten um pharmakologisch gezielt Makrophagen anzusprechen bereits 
existieren (Peterson et al. 2018). Weiterhin bieten die gewonnenen Kenntnisse eine 
Grundlage zur Entwicklung neuer Biomarker, die das Risiko für ein Entstehen von 
T2DM bei adipösen Patienten vorhersagen könnten. Bisher wurden dafür CRP, IL-6, 
TNF oder auch neue Parameter wie die Neutrophile-zu-Lymphozyten-Rate (NLR) 
genutzt (Katsareli und Dedoussis 2014; Osadnik et al. 2019), die bei anderen 
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entzündlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, verschiedenen Krebsentitäten 
oder kardiovaskulären Erkrankungen schon eingesetzt werden. Sie beziehen sich jedoch 
hauptsächlich auf das Vorhandensein einer systemischen Entzündung. Wir konnten 
zeigen, dass auch unabhängig von einer im Labor erkenntlichen Entzündung in der 
adipösen Kohorte eine entzündliche Dysfunktion der Makrophagen vorlag. Die 
Suszeptibilität gegenüber Kalzium könnte so ein neuer Ansatzpunkt zur Entwicklung 
innovativer Biomarker werden. 
Der vielversprechendste Ansatz um die weltweite Ausbreitung der Adipositas in den 
Griff zu bekommen, bleibt jedoch die Erforschung der komplexen systemischen 
Vorgänge mit dem Ziel, die mannigfaltigen Zusammenhänge verstehen und an 
entscheidenden Punkten intervenieren zu können. Diese Arbeit soll als Teil dazu 
beitragen, dieses Ziel zu erreichen. 
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Die Prävalenz von Adipositas, definiert durch einen BMI >30 kg/m2, und assoziierter 
Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM), kardiovaskulärer Erkrankungen, 
und einiger Krebsentitäten nimmt weltweit dramatisch zu und bedingt das erhöhte 
Mortalitätsrisiko dieser Patientengruppe (Kopelman 2000; Stevens et al. 2012). 
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Daneben lässt sich oft eine Adipositas-assoziierte, geringgrade, chronische Entzündung 
beobachten, die in den letzten Jahren als entscheidender Faktor in der Pathogenese 
dieser Komorbiditäten erkannt wurde (Spranger et al. 2003). Als Reaktion auf 
metabolische Veränderungen im viszeralen Fettgewebe (VAT) wird das Immunsystem 
aktiviert und Immunzellen mobilisiert (Strissel et al. 2007; O’Rourke et al. 2011). 
Besonders die Zahl der Fettgewebsmakrophagen (ATM) nimmt durch lokale 
Proliferation und vermehrte Einwanderung von Monozyten um ein Vielfaches zu, bis 
sie die dominante Immunzellpopulation im VAT darstellen (Weisberg et al. 2003). Sie 
sind durch einen proinflammatorischen M1-Phänotyp gekennzeichnet und sezernieren 
Zytokine wie Il-1β und IL-18, die nach Ausschwemmung in den peripheren 
Blutkreislauf eine systemische Immunantwort auslösen und die Sensitivität der Gewebe 
für Insulin über molekulare Wechselwirkungen erheblich abschwächen (Rui et al. 2002; 
Castoldi et al. 2016). Die daraus entstehende Insulinresistenz und schließlich T2DM 
wird deshalb nunmehr als Folge einer entzündlichen Fettgewebsdysfunktion verstanden, 
in deren Pathogenese die aktivierten ATM eine Schlüsselrolle einnehmen (Donath und 
Shoelson 2011). Die Produktion von IL-1β und IL-18 wird über einen zytosolischen 
Proteinkomplex, das Inflammasom, reguliert. Die Aktivierung dessen erfolgt nach 
initialer Sensitivierung durch  Bindung eines Botenstoffs an den Rezeptor NLR family 
pyrin domain containing 3 (NLRP3) (Groslambert und Py 2018). Zu den diversen 
Faktoren, die NLRP3 aktivieren, gehört die G-Protein-vermittelte Aktivierung durch 
extrazelluläres Kalzium (exCa2+) bei Bindung an den Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) 
(Lee et al. 2012; Rossol et al. 2012). In einem Zellmodell mit humanen, aus peripheren 
Monozyten differenzierten Makrophagen (MDM) konnte nach Stimulation der Zellen 
mit exCa2+ eine dosisabhängige Steigerung der IL-1β-Produktion verzeichnet werden 
(Thrum et al. 2019, Manuskript eingereicht).  
Der erste Teil dieser Arbeit widmete sich deshalb der Frage, ob MDM bei Adipositas 
stärker als im schlanken Zustand auf exCa2+ reagieren und dieses Ion in der Folge als 
Faktor diskutiert werden müsste, der maßgeblich zur Entzündung im VAT beiträgt. Im 
Rahmen einer klinischen Studie wurden 31 adipöse und 23 nichtadipöse Probanden 
rekrutiert, die sich einer klinischen Untersuchung und Blutentnahme unterzogen. Als 
Zellmodell dienten MDM, die über sieben Tage in Medium mit 10 % autologem 
humanem Serum gereift waren, um eine phänotypische Differenzierung wie im Milieu 
des VAT zu gewährleisten. Nach einem Priming mit Lipopolysaccharid (LPS) wurden 
die Zellen mit exCa2 stimuliert und anschließend die IL-1β-Konzentration im Überstand 
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mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ermittelt. Tatsächlich ließ sich 
eine deutlich höhere Zytokinexpression in der adipösen Kohorte nachweisen. Von 
diesen Probanden wiesen 20 erhöhte Werte des Entzündungsmarkers C-reaktives 
Protein (CRP) im Blut auf (> 5 mg/l), was nach Ausschluss anderer Ursachen als 
Zeichen einer geringgradigen, Adipositas-induzierten Entzündung gewertet wurde. Elf 
der adipösen Probanden zeigten CRP-Werte < 5 mg/l. Eine im Vergleich zur 
Kontrollgruppe deutlich erhöhte IL-1β-Konzentration auch in dieser Gruppe ließ darauf 
schließen, dass die gesteigerte entzündliche Aktivität der MDM einer klinisch 
messbaren systemischen Aktivierung des Immunsystems vorausgeht und somit 
wahrscheinlich nicht Folge, sondern Mitverursacher der Adipositas-assoziierten 
Entzündung ist. Die sensitivere Reaktion der MDM in der adipösen Kohorte kann 
unterschiedlich interpretiert werden. Zum einen ist es möglich, dass eine bei Adipositas 
erhöhte Expression der Bestandteile des NLRP3-Inflammasoms die zelluläre Antwort 
auf aktivierende Reize wie exCa2+ verstärkt (Stienstra et al. 2010; Vandanmagsar et al. 
2011). Zum anderen könnte ein höherer CaSR-Besatz an der Oberfläche der MDM bei 
Adipositas speziell das exCa2+ zum Gefahrensignal rangieren lassen (Malecki et al. 
2013). Dafür spricht, dass sich die Werte des ionisierten Kalziums im Plasma zwischen 
den beiden Gruppen nicht signifikant unterschieden, sich jedoch ausschließlich in der 
adipösen Kohorte eine positive Korrelation zwischen ionisiertem Plasma-Kalzium und 
IL-1β-Sekretion nach Stimulation mit exCa2+ abzeichnete. In einem nächsten Schritt 
wäre es nötig, die Expression des CaSR und der Bestandteile des NLRP3-
Inflammasoms der ATM bei Adipositas und im schlanken Zustand zu untersuchen. 
Ein weiteres Augenmerk lag auf der Beeinflussung der Aktivierung der ATM durch 
Faktoren, die das Milieu im VAT bestimmen. Hier wurden in den letzten Jahren 
besonders Mikrogewebshypoxie und Adipokine (wie Chemerin, Leptin, Progranulin 
oder FABP4) als proinflammatorische Mediatoren beschrieben (O’Rourke et al. 2011; 
Jung und Choi 2014). Um zu untersuchen, ob ein kostimulatorischer Einfluss dieser 
Faktoren auf die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch exCa2+ vorliegt, wurden 
MDM nichtadipöser Probanden mit und ohne Hypoxie bzw. ausgewählte Adipokine 
stimuliert. Während es unter dem Einfluss von Hypoxie zwar nicht absolut, aber dafür 
schon bei geringeren exCa2+-Konzentrationen zu einem Anstieg der IL-1β-Sekretion 
kam, konnte für die Adipokine weder nach Differenzierung mit ebenjenen und 
anschließender Stimulation, noch bei Kostimulation eine signifikante Veränderung in 
der Reaktion der MDM festgestellt werden. Für Zellen in hypoxischer Umgebung 
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wurde eine erhöhte Expression proinflammatorischer Zytokine oder auch von CaSR 
beschrieben, was die Steigerung der Sensitivität gegenüber exCa2+ erklären würde (Yu 
et al. 2011; Pak et al. 2016). Auch hier sind weitere Studien mit komplexeren Systemen 
nötig, um die Abläufe in ihrer Gänze darzustellen. 
Ein dritter Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der fluoreszenzmikroskopischen 
Darstellung der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch exCa2+ und von ASC-
Specks. Das Protein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) 
ist Komponente des NLRP3-Inflammasoms und akkumuliert nach dessen Aktivierung 
im Zellplasma. Dort formt es einen Komplex, der Speck genannt wird und nach dem 
Zelltod umliegende Zellen stimulieren und eine Ausbreitung der Entzündung 
vorantreiben kann (Masumoto et al. 1999; Franklin et al. 2014). Leider gelang es im 
Rahmen dieser Doktorarbeit nicht, die Entstehung eines Specks zu zeigen. Nach 
Anfärbung von mit LPS und exCa2+ stimulierten MDM durch fluoreszenz-markierte 
Antikörper gegen ASC und NLRP3, konnten neben einer über die Zeit zunehmenden 
Expression dieser Proteine auch Strukturen gesehen werden, bei denen es sich um 
Specks handeln könnte. Auch wenn der Beweis dafür fehlt, stellt dies einen 
interessanten Ansatz dar, der in zukünftigen Studien weiter verfolgt werden sollte, 
besonders mit Hinblick auf die Fragen, ob im VAT bei Adipositas mehr ASC-Specks 
vorhanden sind, ob die Zellen adipöser und schlanker Organismen unterschiedlich 
darauf reagieren und ob ggf. eine Kostimulation von ASC-Specks und exCa2+ vorliegt. 
Diese Arbeit trägt dazu bei, unser Verständnis der komplexen Abläufe bei Adipositas zu 
verbessern und die entscheidende Funktion der Fettgewebsmakrophagen in der 
Entstehung der Adipositas-assoziierten Entzündung zu belegen. Es konnte gezeigt 
werden, dass extrazelluläres Kalzium bei Adipositas einen wichtigen Einflussfaktor für 
die Aktivierung der Makrophagen darstellt. In Zukunft kann dies als Anknüpfungspunkt 
für weitere Forschungsprojekte dienen und so bei der Entwicklung neuer Medikamente 
und innovativer Biomarker zur Bekämpfung der stetigen Zunahme von Adipositas und 
der Adipositas-assoziierten Mortalität helfen.  
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Tabelle 5: Vergleich von Laborparametern zwischen adipösen und Kontrollprobanden. 
SD in Klammern angegeben. P-Wert-Berechnung mit ungepaartem Student’s-t-Test. p1: 
Adipositaskohorte mit CRP > 5 mg/l versus Kontrolkohorte, p2: Adipositaskohorte mit 
CRP < 5 mg/l versus Kontrolkohorte. 
  Adipositaskohorte Kontroll- P-Wert 
    CRP > 5 mg/l CRP < 5 mg/l kohorte 
 
    n = 20 n = 11 n = 23 p1 p2 
Hämatokrit [l/l] 0,41 (0,03) 0,40 (0,04) 0,39 (0,02) 0,10 0,69 
Hämoglobin [g/dl] 13,70 (1,12) 13,48 (1,36) 13,37 (0,74) 0,26 0,76 
MCV [fl] 84,22 (2,22) 85,05 (3,09) 85,08 (3,16) 0,31 1,00 
MCH [pg] 28,59 (1,03) 29,12 (1,64) 29,20 (1,19) 0,08 0,86 
Erythrozyten [1012/l] 4,79 (0,43) 4,66 (0,43) 4,59 (0,30) 0,07 0,59 
HbA1c IFCC [mmol/mol] 39,53 (7,00) 39,96 (8,36) 33,24 (3,18) < 0,001 < 0,001
a
 





Cholesterol [mmol/l] 5,11 (0,94) 5,01 (1,01) 4,94 (1,06) 0,60 0,87 
HDL-C [mmol/l] 1,32 (0,36) 1,29 (0,22) 1,65 (0,28) 0,002 < 0,001 
LDL-C [mmol/l] 3,53 (0,94) 3,64 (1,02) 3,26 (0,96) 0,35 0,29 
Albumin [g/l] 42,5 (2,03) 43,16 (2,37) 44,57 (2,57) 0,007 0,14 
Phosphat [mM] 1,13 (0,16) 1,17 (0,12) 1,19 (0,12) 0,11 0,51 
Natrium [mM] 139,4 (2,44) 140,4 (1,51) 139,5 (1,92) 0,88 0,17 
Kalium [mM] 4,69 (0,27) 4,52 (0,21) 4,35 (0,33) < 0,001 0,14 
a
 Berechnung mittels Mann-Whitney-U-Test 
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